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RESUMEN

El mejoramiento genético de las plantas ha sido un objetivo continuamente
perseguido por el hombre, en un principio mediante el uso de técnicas agronémicas y mas
recientemente también a través de ingenieria genética; este ultimo abordaje ofrece sin
duda ventajas en cuanto a reducir el tiempo de mejoramiento de los cultivos. Sin embargo,
la aplicacién de esta metodologia para el desarrollo de plantas transgénicas despertd gran
inquietud y reticencia debido a la combinacion de secuencias de DNA provenientes de
diferentes especies. Aunque no se han comprobado efectos negativos para la salud humana
y /o animal, la transgénesis aplicada a plantas comestibles continta siendo controversial
debido a la incertidumbre sobre los efectos que nuevas combinaciones de DNA puedan
provocar sobre el ecosistema a largo plazo y porque existe una percepcion publica negativa
acerca de la inocuidad alimentaria de los cultivos transgénicos. Esta negativa se exacerba
en el caso de especies de polinizacion abierta como el maiz por la facilidad latente del flujo
genético.

Los debates de indole ético, cultural y social que despertaron los cultivos transgénicos
también propiciaron la busqueda de alternativas de mejoramiento mas aceptables. Tal es
el caso del desarrollo de los cultivos cisgénicos y/o intragénicos, los cuales, a diferencia de
los transgénicos sélo admiten la combinacién de secuencias de DNA originarias de la misma
especie y/o especies naturalmente compatibles. En consecuencia, la cisgénesis resulta
comparable con las técnicas de mejoramiento agrondmico tradicional, pues parte de la
combinacion del mismo conjunto de secuencias génicas que se utilizan en las técnicas
agrondmicas convencionales, haciendo uso de la ingenieria genética para dirigir y agilizar
las nuevas combinaciones.

En este contexto, la presente tesis investiga acerca de la aplicacidn inédita de un método
intragénico, aqui denominado isogénico, para mejorar el cultivo de maiz. Su desarrollo se
fundamentd en investigaciones anteriores de este laboratorio con las cuales se demostré
que el aumento del rendimiento de grano en plantas de maiz esta asociado con el
incremento de expresion de la proteina Rubisco activasa (Rca). De aqui que el objetivo
central de este trabajo fue obtener plantas de maiz isogénicas sobreexpresantes de Rca.
La obtencién del maiz isogénico se logré a partir de la transformacién de callos
embriogénicos, mediante la insercion por bombardeo de secuencias del DNA del maiz
dirigidas para sobreexpresar Rca sin usar agentes de seleccidn. Simultdneamente se
obtuvieron plantas sobreexpresantes de Rca usando los métodos transgénicos vya
conocidos. Ambos tipos de plantas obtenidos por ingenieria genética se compararon con
plantas de maiz previamente seleccionadas durante 23 ciclos agricolas convencionales para
obtener mayor productividad. Los resultados demostraron que fue posible llevar a cabo la
sobreexpresion isogénica de Rca brindando madaximos beneficios en términos de
mejoramiento, pues a diferencia de la sobreexpresion transgénica, la sobreexpresion
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isogénica ofrece las mismas ventajas de bioseguridad que se obtienen con el mejoramiento
agrondmico tradicional con la viabilidad de lograrlo en un tiempo significativamente menor.
De acuerdo a lo anterior, la presente tesis aporta evidencia experimental que sefiala al
método isogénico como una herramienta util para apoyar los procesos de mejoramiento
tradicionalmente usados en el cultivo del maiz. Esto ademas sienta las bases cientificas para
las iniciativas de regulacion de este tipo de organismos en nuestro pais, lo cual es de
particular importancia para México pues al ser el centro de origen y diversificacion de este
cultivo, enfrenta retos de gran magnitud tales como preservar la riqueza de su germoplasma
y a la vez, superar el desafio que supone obtener variedades que se adapten rapidamente
a condiciones climaticas cambiantes con rendimientos suficientes para cubrir su creciente
demanda.



ANTECEDENTES

Mejoramiento genético de cultivos

Actualmente, el mundo enfrenta retos complejos en cuanto a la produccién,
almacenaje y distribucidn de los alimentos. En los préximos anos la demanda de productos
vegetales incrementard no sélo como abastecimiento para la alimentacion humana vy
animal, sino también como fuente de materias primas para productos no alimenticios. La
transicion de la economia mundial basada en recursos fésiles, a una economia basada en
recursos bioldgicos principalmente sistemas vegetales, aumentard la demanda por tierras
cultivables en un panorama de cambios climaticos inciertos y de practicas agricolas muchas
veces inadecuadas (Mckersie 2015). Debido al aumento de la poblacion mundial, el
mejoramiento de los cultivos resulta primordial y los mecanismos usados para este fin
dependerdan del cultivo en cuestion y de la aceptacion local de las mejorias. Asi mismo la
explotacién, mantenimiento y aumento de las tierras cultivables determinara la seguridad
alimentaria de cada pais y como consecuencia el desarrollo de su economia en el futuro
cercano (Bowles 2012). De aqui, la urgente necesidad de acelerar los procesos de
mejoramiento de cultivos de interés agrondmico con miras a enfrentar los desafios que se
presentan.

Ingenieria agrondmica: Fitomejoramiento

Los cultivos de interés agrondmico han sido modificados desde diferentes
aproximaciones, primero utilizando técnicas convencionales de cruzas entre plantas con
fenotipos deseados y después mediante técnicas biotecnoldgicas que buscan cambiar la
expresion de genes especificos. El fitomejoramiento tradicional se ha empleado
ancestralmente, su objetivo es mejorar cualidades especificas de un cultivo como son:
obtener mayor rendimiento, mayor calidad de grano, mejor resistencia a plagas o
enfermedades y mayor tolerancia a factores ambientales adversos como la sequia o el
estrés térmico. En este método, los individuos sobresalientes se seleccionan en ciclos
subsecuentes de cultivo hasta que después de numerosos eventos de cruzas y retro-cruzas
se obtiene una generacion portadora de la caracteristica deseada que es reconocida como
una nueva variedad (Marquez-Sanchez 2008; Vogel 2009). El fitomejoramiento ha brindado
grandes beneficios al obtener semillas satisfactoriamente mejoradas respecto a las plantas
predecesoras. Su realizacion requiere de mucho trabajo a lo largo de décadas de ciclos
agricolas durante los cuales se busca que alguna propiedad de interés agrondmico sea
perpetuada a través de las generaciones. Sin embargo, algunas caracteristicas de menor
importancia o aun mas, algunas propiedades indeseables también subsisten debido a que
ambas caracteristicas: tanto deseadas como no deseadas -aunque expresadas en
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diferentes regiones del genoma- son heredadas juntas y resulta muchas veces imposible
separarlas. Este fendbmeno es conocido como linkage drag o herencia ligada y es
considerado como una desventaja inherente a los sistemas tradicionales de seleccion
agricola (Jacobsen y Schouten 2007). Los sistemas agricolas enfrentan nuevos retos debido
a que los recursos no renovables como fertilizantes quimicos, agua y tierra cultivable son
cada vez menos disponibles (Pretty y Bharucha 2014). Ademads, el prondstico de cambio
climatico amenaza con interrumpir la cadena de produccidn agricola requerida para proveer
de alimentos y para abastecer de insumos a diferentes industrias. (McKersie 2015;
Moshelion y Altman 2015). Frente a estas circunstancias, es necesario impulsar la
investigacion para entender la bioquimica de los cultivos basicos, con la finalidad de disefar
estrategias sustentables requeridas para satisfacer las demandas agricolas actuales y
futuras.

En el caso especifico del cultivo de maiz, se sabe que este experimentd el proceso de
domesticacion desde hace 10000 afios en México (Piperno et al. 2009). La domesticacién a
partir de su antecesor el teocintle, significd6 un cambio radical del fenotipo del maiz,
transformdandolo en una planta no ramificada sustancialmente distinta a su predecesor, con
su semilla unida a la mazorca y dependiente del ser humano para su propagacion (Strable y
Scanlon 2009). Desde su domesticacion, el maiz ha estado sujeto al mejoramiento continuo
mediante practicas agrondmicas. Con ello se origind una gran cantidad de variedades
autoctonas de maiz adaptadas a diversas condiciones ambientales y se generaron diversas
lineas de hibridos de maiz (Marquez-Sanchez 2008; Acosta R. 2009; Vogel 2009). Sin
embargo, debido a multiples factores como el aumento de la poblacién mundial, la
disminucién de tierras cultivables y los cambios globales del medio ambiente, ha surgido la
necesidad de acelerar el tiempo de adaptacion de este cultivo particularmente importante
para México (Dalton 2009). Debido a su amplia capacidad de adaptacidn, el maiz también
se ha convertido en uno de los cultivos mas estudiados en el mundo (Gong et al. 2015). Es
por ello que continuamente surgen nuevos proyectos de investigacidon, paralelos a las
tecnologias emergentes, orientados al estudio y mejoramiento de este cultivo.

Ingenieria genética

La ingenieria genética es una disciplina que comprende un conjunto de técnicas que
al ser aplicadas a los sistemas vegetales, tiene como objetivo -similar al del
fitomejoramiento- contribuir al mejoramiento de los cultivos de interés para el humano. El
concepto basico es extremadamente simple: Introducir un fragmento de DNA en una célula
y generar a partir de esa célula una planta completa que expresara una nueva caracteristica
bien definida y acorde con el DNA introducido. La nueva planta es exactamente igual a la
planta del material de origen, con la Unica excepcion de la insercién del DNA de interés
(Stewart 2012). Aunque el concepto resulta facil de entender, en la practica, la ingenieria
genética se logrd recientemente gracias a numerosos y complejos avances cientificos y
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tecnoldgicos que permitieron manipular el DNA hasta el punto de identificar, aislar,
recombinar y amplificar secuencias nucleotidicas especificas.

El producto de la ingenieria genética es lo que se conoce como organismo genéticamente
modificado u OGM. De acuerdo con la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente
Modificados, Articulo 3, Fracciones XXl y VI respectivamente, un organismo genéticamente
modificado (OGM) es “cualquier organismo vivo, con excepcion de los seres humanos, que
ha adquirido una combinacién genética novedosa, generada a través del uso especifico de
técnicas de la biotecnologia moderna” Entendiéndose que Biotecnologia moderna es “la
aplicacion de técnicas in vitro de acido nucleico, incluidos el dcido desoxirribonucleico (ADN
y ARN) recombinante y la inyeccién directa de acido nucleico en células u organelos, o la
fusidon de células mas alla de la familia taxondmica, que supera las barreras fisioldgicas
naturales de la reproduccién o de la recombinacidn y que no son técnicas utilizadas en la
reproduccion y seleccién tradicional” (LBOGM 2005). De acuerdo con la Autoridad de
Seguridad Alimentaria Europea (EFSA, European Food Safety Authority), organismo
genéticamente modificado significa un organismo en el que el material genético ha sido
alterado en una forma que no ocurre naturalmente a través de fertilizacion y / o
recombinacién natural (Articulo 2 de la Legislacion de la Unién Europea (2001/18/EG).
Comunmente se usan indistintamente los términos OGM vy transgénico como si se tratara
del mismo concepto, sin embargo, ésto es erréneo. Un organismo transgénico, ciertamente
es el producto de la insercion de un fragmento de DNA, pero con la particularidad de que
dicho fragmento fue aislado de un genoma diferente al del receptor de la secuencia. En
consecuencia, todos los organismos transgénicos son organismos genéticamente
modificados, pero no todos los organismos genéticamente modificados son transgénicos.
Por ejemplo, se pueden inducir mutaciones en el DNA de una planta mediante irradiaciéon
provocando combinaciones novedosas de su DNA, como resultado se origina un organismo
genéticamente modificado que no podria ser considerado transgénico puesto que no porta
ningun gen de otra especie bioldgica.

Los propdsitos de la ingenieria genética al introducir un fragmento de DNA son variados, en
algunos casos se busca que la insercién de DNA suprima o silencie la expresion de un gen,
mientras que en otros casos se busca que dicha insercidon aumente la expresion de algun
gen ya existente en el organismo receptor. También puede ser que la insercion adicione un
gen que mejore o que sume una caracteristica dada. Independientemente del propdsito,
los medios para alcanzarlo son también variados y estas diferencias son las que finalmente
daran la connotacion exacta de qué tipo de organismo genéticamente modificado se
produce. En términos generales, se puede decir que cada OGM posee particularidades en
cuanto a su propésito, disefio y obtencién que lo hacen completamente diferente a otro
OGM, es por ello que existe la propuesta de que la aceptacion y aplicacién de cada OGM
debe ser evaluada individualmente (Comité de Biotecnologia 2011).
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Plantas transgénicas

En los sistemas de transformacion genética de plantas mas difundidos hasta ahora,
normalmente se introduce un gen de selecciéon que produce una nueva proteina en las
células que adquirieron dicho gen, es decir, en las células que fueron transformadas. La
nueva proteina realiza una reaccidén bioquimica especifica que otorga una ventaja de
supervivencia Util para reconocer y recuperar a las células transformadas. Generalmente se
introducen genes de resistencia que funcionan como sefial. Dichos genes codifican
proteinas cuya funcion es eliminar una toxina o bien, producir una forma alterna de alguna
enzima que crea insensibilidad de la planta hacia un agente téxico como un antibidtico o un
herbicida. La mezcla de células transformadas y no transformadas se expone entonces a los
agentes selectivos a fin de que sélo las células que contienen el gen de resistencia puedan
sobrevivir y crecer. Los genes de resistencia mdas usados provienen de organismos tan
diferentes a las plantas como virus o bacterias, por ejemplo los genes que codifican a las
proteinas neomicina fosfotransferasa e higromicina fosfotransferasa que otorgan
resistencia a los antibidticos kanamicina e higromicina respectivamente. El gen de
resistencia a herbicida que se usa mds frecuentemente es el gen bar (a veces referido como
gen pat) el cual codifica para la proteina fosfinotricina acetil transferasa (phosphinothricin
acetyl transferase) cuya actividad inactiva al herbicida glufosinato de amonio (Manimaran
et al. 2011). Las plantas resultantes siguiendo estos métodos de transformacion contienen
genes provenientes de diferentes genomas y se nombran plantas transgénicas. Este tipo de
transformacién definié a la primera generacion de plantas obtenidas mediante ingenieria
genética.

La seleccién de plantas por su crecimiento en presencia de agentes toxicos ha sido la forma
mas comun de seleccidon y se denomina “seleccion negativa”. Sin embargo, las células
también pueden ser seleccionadas de otra forma. La “seleccidén positiva” se refiere a la
habilidad de una célula para sobrevivir utilizando nutrientes que no estan disponibles para
las células no transformadas. Por ejemplo, la manosa no puede ser metabolizada por la
mayoria de las células a menos que ésta sea convertida a fructosa usando un transgen que
codifique a la fosfomanosa isomerasa (gen PMI phosphomannose isomerase). Las células
gue incorporan este gen pueden crecer en un medio de cultivo que use manitol como Unica
fuente de carbono, mientras que las células no transformadas mueren por inanicién
(Stoykova y Stoeva-Popova 2011). Otro esquema de seleccion utiliza genes que permiten
diferenciar las células transformadas para que éstas puedan ser fisicamente separadas de
las células no transformadas. La insercion de “genes reporteros” permite identificar las
células transformadas mediante alguna caracteristica como el desarrollo de color mediante
induccion quimica o por la emision de fluorescencia o fosforescencia. Dentro de este grupo
de genes se encuentra el que codifica para la proteina verde fluorescente GFP (green
fluorescent protein), la cual imparte un color verde fluorescente a las células de las plantas
cuando éstas son observadas bajo luz ultravioleta (Stewart 2001).
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Desde el punto de vista tecnolégico, la capacidad para recombinar el DNA de una planta
usando los sistemas de transformacion transgénicos, brindé la oportunidad de analizar la
expresion de genes foraneos en las plantas asi como de enriquecer el conocimiento acerca
de la funcién de segmentos especificos del DNA de las plantas. A partir de este
razonamiento, se generaron gran cantidad y variedad de plantas transgénicas. Las mas
exitosas desde el punto de vista comercial, han sido las plantas que codifican a los genes
que otorgan resistencia a herbicidas o insecticidas, pues -como se explicéd anteriormente-
la insercion de estos genes facilita la recuperacion de las células transformadas y ademas la
integracidn estable del gen de resistencia en las células vegetales permite la generacion de
plantas completas que portan la misma resistencia. De este modo, al asperjar el herbicida
o insecticida que no dafia a la planta debido al gen de resistencia que porta, se eliminan las
malezas que compiten por los sustratos del suelo donde crece el cultivo de interés, o bien,
se combaten las plagas que frecuentemente invaden determinado cultivo. Muchos
agricultores han optado por el uso de este tipo de plantas transgénicas debido a los
beneficios econdmicos y de reduccién de trabajo que dicen obtener al disminuir el nimero
de aplicaciones de herbicidas o insecticidas. En consecuencia, las plantas transgénicas
resistentes a insecticidas y herbicidas, se popularizaron rapidamente desde 1998 e
incrementaron su plantacién hasta alcanzar los 170 millones de hectdreas en el mundo,
principalmente algoddn, soya, canola y maiz (Cressey 2013).

No obstante el cultivo de plantas transgénicas se ha extendido a 28 paises entre ellos
México (Nature News 2013), su siembra y consumo es altamente controversial debido a la
mezcla de DNA proveniente de especies completamente distintas. Aunque hasta la fecha
no existe evidencia cientifica que indique efectos adversos a la salud humana o animal
(Achenbach J. 2016; Fahlgren et al. 2016), el uso de las plantas transgénicas sigue siendo
cuestionado por la falta de bioseguridad durante su siembra a cielo abierto en especies de
polinizacién abierta (Lucht 2015; Ryffel 2014; Yaqoob et al. 2016; Pifieyro-Nelson et al.
2009). Si bien estos organismos constituyeron la punta de lanza para estudiar propiedades
genéticas de forma mas precisa, también se abrid la oportunidad para expandir los
agronegocios de grandes empresas transnacionales y con ello se acelerd la apropiacién
intelectual tanto de semillas como de formas y mecanismos genéticos de mejoramiento de
plantas de interés alimentario. Consecuentemente, estos aspectos ajenos a los estudios
cientificos han obstaculizado el desarrollo de nuevos organismos genéticamente
modificados con propiedades distintas a las ya existentes y que en gran medida, constituyen
uno de los principales argumentos que se contraponen al uso masivo de los organismos
transgénicos (Alvarez-Buylla 2013). Debido a la trascendencia del cultivo de maiz en México,
todos los aspectos cientificos, ambientales, culturales y econdmicos deben evaluarse como
en cualquier otro desarrollo tecnoldgico aplicado en nuestro pais. Por ello, en México como
en otros paises, se ha instrumentado una politica precautoria y un marco de regulacién
perfectible para el uso de los organismos transgénicos (Comité de Biotecnologia 2011).

En razén de lo expuesto anteriormente, los cultivos transgénicos no representan una
solucion completa para obtener masivamente las plantas mejoradas que demanda el
futuro. Por ello, actualmente se buscan nuevos enfoques para modificar los cultivos en
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menor tiempo de lo que el mejoramiento tradicional puede ofrecer, pero evitando la mezcla
de DNA de diferentes especies especialmente para el caso de las plantas comestibles.

Plantas cisgénicas, intragénicas e isogénicas

Como alternativa mas conveniente para obtener las mejoras genéticas deseadas en
las plantas han surgido diferentes aproximaciones usando nuevas metodologias que evitan
introducir material genético heterdlogo. El término cisgénico se aplica para describir al
organismo genéticamente modificado con genes de su misma especie o con genes
provenientes de especies sexualmente compatibles. El concepto originalmente fue acuiiado
por Schouten en 2006 indicando que para este proceso, los genes se usan con sus propias
regiones regulatorias como son: promotor, terminador, intrones y secuencias flanqueantes,
todos con la orientacidn o configuracion naturalmente encontrada en el genoma de origen
(Schouten et al. 2006). En consecuencia, el conjunto de genes usados por el método de
cisgénesis es idéntico al acervo de genes disponibles para el mejoramiento tradicional y por
lo tanto, los genes exdgenos tales como genes marcadores de seleccién y componentes de
vectores de transformacion usados durante la modificacion, deben estar ausentes o deben
ser eliminados de la primera generacion de transformantes cisgénicas o de su progenie.
Desde su publicacién, la tecnologia cisgénica se limitd al uso de secuencias génicas
completas, sin embargo, algunos desarrollos basados en el uso de secuencias propias de un
organismo incluyeron el uso de fragmentos de distintos genes o de regiones regulatorias,
que aunque son originarios de la misma especie o especies compatibles, no son genes
completos tal como lo establecid la definicidn original de un organismo cisgénico. Por tal
motivo se acuind el término “intragénico.” Esta nueva categoria de organismo
genéticamente modificado se basé en la distancia filogenética que existe entre el donador
o fuente de DNA y el receptor. Por tanto, los cultivos intragénicos comparados con otros
cultivos mejorados obtenidos mediante ingenieria genética poseen la distancia filogenética
mas corta entre la fuente y el receptor de DNA, porque la fuente de DNA proviene de la
misma especie o especies sexualmente compatibles (Nielsen 2003). Por lo tanto, a
diferencia del término cisgénesis, el concepto intragénico no se limitd al uso de secuencias
génicas completas, esto es, que en los organismos intragénicos se permite el uso de
combinaciones novedosas de secuencias asi como de orientaciones diversas de las mismas
siempre que provengan del mismo organismo o especies compatibles. Sin embargo, ambos
conceptos coinciden en la importancia de obtener un organismo genéticamente modificado
sin mezclas de DNA provenientes de especies naturalmente incompatibles. Por ello, la
denotacion “cisgénico” sigue usandose junto con el término intragénesis, aun cuando
originalmente se definieron como conceptos distintos (Espinoza et al. 2013; Schouten y
Jacobsen 2008). Otro término relacionado es “isogénico”. Segun el Glosario de
Biotecnologia para la Agricultura y la Alimentacién de la FAO, el vocablo isogénico se usa
para describir a un grupo de individuos con la misma constitucion cromosdmica con
independencia de su condicion homocigética o heterocigética.
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En este trabajo se usé el término isogénico para referirnos a las plantas logradas luego de
sobreexpresar genes -naturalmente presentes en variedades de maiz mejoradas por
técnicas agrondmicas convencionales- sin usar agentes de seleccion durante el proceso.
Esto es porque las lineas sobreexpresantes asi obtenidas, son isogénicas respecto a las
variedades de maiz que les dieron origen, pues contienen la misma composicidn genética
que estas Ultimas. En consecuencia, la cisgénesis y/o intragénesis e isogénesis son
aproximaciones que nos ofrecen lo mejor de dos técnicas de mejoramiento de cultivos,
pues toman del mejoramiento convencional las caracteristicas agrondmicas deseadas y
mediante ingenieria genética modifican la expresion de genes para obtener al final una
planta mejorada sin DNA de otras especies. El mecanismo para lograr esta modificaciéon
depende de las caracteristicas fisioldgicas, de propagacidn y tiempo de crecimiento de la
planta por mejorar. La mayoria de las plantas cisgénicas y /o intragénicas se han obtenido
mediante el uso del plasmido de Agrobacterium para transferir la unidad deseada de DNA,
clonada en la region T-DNA o en la llamada region P-DNA -variacion de T-DNA construida
con DNA compatible con la planta por modificar- (Rommens 2004). Sin embargo, en algunos
de estos casos aun resulta controversial que pequefios fragmentos del DNA plasmidico son
detectables por técnicas moleculares -como PCR o Southern — blot- en las nuevas plantas
mejoradas, por lo cual éstas no son consideradas como verdaderas cisgénicas y / o
intragénicas (Vanblaere et al. 2014; Holme et al. 2013). En otros casos la obtencién de
plantas cisgénicas y/o intragénicas se ha logrado bombardeando dos secuencias lineales de
DNA, una con el gen deseado y otra con un gen marcador que puede ser de origen diferente
a la planta, sdlo para permitir el escrutinio de eventos exitosos de transferencia de DNA.
Luego, por segregacion dirigida de las plantas descendientes, se buscan aquellas nuevas
plantas -ahora denominadas cisgénicas- que sélo heredaron al gen deseado sin el gen
marcador (Romano et al. 2003; Yao et al. 2006). Esta estrategia solo es convenientemente
aplicable para plantas con ciclos cortos de propagacion. En el caso del maiz, una
aproximacion de este tipo requeriria mucho tiempo para llevarse a cabo.

La nueva generacion de plantas modificadas por los métodos cisgénicos, ha comenzado ya
a producir una gran cantidad de solicitudes de patentes para diferentes universidades o
compafiias en cultivos de interés comercial con la finalidad de proteger su propiedad
intelectual. Actualmente se desarrollan cultivos cisgénicos y / o intragénicos como alfalfa
(Weeks et al. 2008), manzana (Chizzali et al. 2016; Joshi et al. 2011), platano (Mlalazi et al.
2012), cebada (Holme et al. 2012), papa (Chawla et al. 2012; Rommens et al. 2008), fresa
(Schaart et al. 2004) y trigo (Gadaleta et al. 2008) entre otros (Cardi 2016; Holme et al.
2013). Considerando la importancia que tiene el cultivo del maiz para nuestro pais y con el
animo de preservar la riqueza del germoplasma del maiz mexicano, resulta de suma
importancia impulsar el desarrollo y la proteccion intelectual de procedimientos de
modificacion genética basados en estas tecnologias emergentes que se apoyan en los
desarrollos agricolas convencionales, al mismo tiempo que se benefician del uso de la
ingenieria genética moderna.
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Sobreexpresion de Rubisco activasa (Rca) y su relacién con el mejoramiento del
maiz

El mejoramiento de sistemas vegetales basado en la ingenieria genética requiere el
conocimiento a priori de los genes que se busca modificar. Conocer los genes responsables
de un fenotipo especifico no es una tarea facil, sin embargo, actualmente se conoce y
dispone del genoma completo de muchas plantas y existe gran cantidad de informacion de
experimentacién biolégica disponible en la literatura cientifica que puede agilizar
enormemente la busqueda. En el caso particular del maiz, México cuenta con un sin fin de
variedades autdctonas desarrolladas a lo largo de muchos anos de experimentacion
agricola, las cuales estan adaptadas a diferentes condiciones climaticas y/o de crecimiento.
Esta riqueza de fenotipos de maiz ofrece sin duda un abanico de posibilidades para analizar
cuales diferencias en la expresion genética de los fenotipos son responsables de sus muy
caracteristicas y peculiares formas de adaptacién y/o crecimiento.

En 1999 la Facultad de Quimica en colaboracion con el Colegio de Postgraduados
(Montecillo, Edo. de México) inicié una investigacion que entre varios objetivos incluia la
cuantificacion de la proteina rubisco activasa (Rca) en cultivares de maiz variedad Zacatecas
generados a lo largo de 23 ciclos de mejoramiento genético orientado a producir mayor
rendimiento. Zo fue el cultivo original de maiz y Z»3 fue el cultivo obtenido luego de 23 ciclos
de seleccidn agricola. Dichos cultivares se generaron a través del método “Seleccién Masal
Visual Estratificada” que consiste en seleccionar por tamafio y apariencia las mazorcas de
maiz, para después sembrar de forma organizada el 5% de los granos elegidos en cada ciclo
agricola (Molina 1983). Los resultados -al analizar 300 plantas por cada cultivar de entre un
total de 2000 maices sembrados bajo irrigacion en un disefio experimental de bloques al
azar- demostraron que la capacidad fotosintética y el rendimiento de las plantas de maiz
Z»3, asi como la actividad y la cantidad de Rca incrementaron con los ciclos de mejoramiento
(Morales et al. 1999). Con dicho trabajo se confirmé la asociacién que existe entre el
incremento de la expresion de Rca y el aumento del rendimiento del maiz. Los resultados
son congruentes con otras investigaciones que sefalan a esta proteina como blanco para
mejorar la capacidad fotosintética de las plantas (Thieulin-Pardo et al. 2015; Yamori et al.
2012).

Funcidon de Rubisco activasa (Rca)

Se conoce que la fotosintesis es el proceso a través del cual las plantas acumulan
biomasa por la conversidn de carbono inorganico a carbohidratos usando energia luminosa.
El proceso fotosintético completo estd altamente regulado, sin embargo, el comienzo de la
sintesis de carbohidratos determina en gran medida la capacidad fotosintética de una
planta (Singh et al. 2014). La sintesis de los carbohidratos o fase oscura de la fotosintesis se
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conoce con distintos nombres, el mas famoso es ciclo de Calvin (Benson 2002) . El comienzo
del ciclo de Calvin es la fase de carboxilacién (ver figura 1). Durante esta etapa la enzima
Ribulosa 1,5-bisfosfato Carboxilasa / Oxigenasa, abreviada como RubisCO reacciona con el
biéxido de carbono (CO,) para combinarlo con una molécula de ribulosa 1,5-bifosfato
(RuBP) y generar 2 moléculas de 3-fosfoglicerato (Carmo-Silva et al. 2015). Esta fase es el
punto limitante de la fijacidn fotosintética debido a que la enzima RubisCO opera de forma
ineficiente, en gran parte, porque es bifuncional: tiene la capacidad tanto de carboxilar
como de oxigenar a su sustrato ribulosa 1,5 bifosfato. Aunque la RubisCO reacciona mas
facilmente con el biéxido de carbono que con el oxigeno, la velocidad de oxigenacién es
mayor debido a que en el aire la concentracién del oxigeno es superior (21%) a la del bidxido
de carbono (0.035%) (Stewart 2012). Por ello, la carboxilacién mediada por RubisCO es tan
lenta, que aun en condiciones saturantes de sustrato reaccionan sélo de 2 a 3 moléculas de
CO: vy ribulosa 1,5 bifosfato por segundo por sitio catalitico de RubisCO (Peterhansel y
Offermann 2012). Estas caracteristicas de la enzima RubisCO hacen que, bajo las
condiciones atmosféricas actuales, la funcion carboxilasa opere a un nivel muy por debajo
de su maximo potencial. Para subsanar este inconveniente, las plantas usan alrededor del
50% del nitrégeno de sus hojas tan sélo para llevar a cabo la sintesis de RubisCO,
asegurando con ello que el incremento del contenido celular de RubisCO favorezca la
posibilidad de que ocurra la carboxilacion. El resultado es que esta proteina es la mas
abundante de los tejidos vegetales e inclusive hay quienes consideran que es la proteina
mas abundante de la tierra (Raven 2013).
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Figura 1. Reaccién de carboxilacién mediada por la enzima RubisCO al inicio del ciclo de Calvin
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Sin embargo, aunque la concentracién de RubisCO en los tejidos verdes es muy abundante,
no todas las moléculas de RubisCO de una planta estan funcionando (Sage y Khoshravesh
2016). La enzima RubisCO en las plantas superiores se compone de 16 subunidades, ocho
copias de una proteina grande de alrededor de 55 KDa (Large subunit, LS) y ocho copias de
una proteina pequefia de aproximadamente 15 KDa (Small subunit SS) (Berry et al. 2016).
Todas las subunidades grandes contienen una lisina en su sitio activo cuyo grupo e-amino
reacciona con una molécula de CO; para formar un carbamato al cual se une un i6n Mg?*
(ver figura 2). Dicha reaccidon de carbamilacion es un pre-requisito indispensable para
incorporar la molécula de CO; que se integrara al ciclo de Calvin (Carmo-Silva et al. 2015).
La forma inactiva de RubisCO puede unirse fuertemente al sustrato RuBP o a otros azucares
ocasionando el bloqueo de sus sitios activos y por lo tanto impidiendo su funcién. La
reactivacion de la configuracion inactiva de RubisCO requiere ATP y la intervencién de la
proteina Rubisco activasa (Rca) para facilitar la liberacion de las moléculas inhibidoras de
los sitios activos de Rubisco haciéndola disponible para llevar a cabo su reaccidn catalitica
(Portis et al. 2008; Portis 2003). Es importante aclarar que la molécula de CO; que se une
como carbamato es diferente a la molécula de CO, que funciona como sustrato de la
reaccién de carboxilacién de RubisCO.
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Figura 2. La enzima RubisCO se activa por la carbamilacion de un residuo de lisina
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La funcidon de Rca como promotora de la actividad de Rubisco mediante el incremento de
los niveles de carbamilacion fue conocida desde 1986 (revisado en Portis 2003). Sin
embargo no fue sino hasta 1995 cuando se identificd que Rca no mostraba una cinética de
enzima convencional y se postulé como chaperona molecular (Sanchez et al. 1995). Esto fue
confirmado cuando se clasificé a Rca como integrante de la familia de proteinas llamadas
AAA* (ATPases associated with diverse cellular activities), las cuales comparten la presencia
de motivos y plegamientos tridimensionales especificos. Las proteinas AAA+ actuan
tipicamente como disociadores de estructuras macromoleculares complejas y algunas
como Rca exhiben una actividad de chaperonas previniendo la agregacién de proteinas
desnaturalizadas o en algunos casos reconstituyendo sus plegamientos funcionales (Portis
2003). Las chaperonas moleculares como su nombre lo indica, son acompafiantes de otras
moléculas y su presencia funcional asegura el plegamiento correcto entre las moléculas
involucradas en la reaccién.

Todas las plantas estudiadas hasta ahora contienen Rubisco activasa, su funcionamiento
requiere la unién de dos subunidades independientes que requieren hidrolizar ATP para
auto-asociarse (ver figura 3). Se sabe que varias subunidades de Rubisco activasa se agrupan
formando una estructura de anillo que rodea a la enzima RubisCO con la finalidad de inducir
el cambio de conformacion tridimensional que requiere para activar sus sitios cataliticos
(Hasse et al. 2015).
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Figura 3. Mecanismo descrito para la activacidn de Rubisco por Rubisco activasa
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La capacidad de Rca para promover el mejoramiento de la fijacion de CO; ha sido
documentada en diferentes trabajos y por ello se ha convertido en blanco de
investigaciones encaminadas a mejorar la capacidad fotosintética de las plantas tanto para
aumentar su rendimiento como para mejorar la adaptacion de los sistemas vegetales en
condiciones climdticas adversas (Thieulin-Pardo et al. 2015; Kurek et al. 2007; Sage et al.
2008; Salvucci et al. 2006). Recientemente se demostré en plantas transgénicas de arroz
sobreexpresantes de Rca (Yamori et al. 2012), que el aumento de la cantidad de Rca brinda
a la planta una capacidad de adaptacion mas rapida en condiciones cambiantes de luz y
temperatura tal como las que ocurren normalmente en los cultivos sembrados fuera de un
invernadero. Estos experimentos contribuyen a describir el papel de Rca durante la
fotosintesis en condiciones meteoroldgicas naturalmente cambiantes y abren una ventana
de posibilidades para mejorar la adaptacién de cultivos de interés comercial y alimentario
en condiciones ambientales adversas. Otros trabajos de investigaciéon en los que se
utilizaron RNAs antisentido para disminuir los niveles de Rca en plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana, tabaco y Flaveria bidentis sometidas a estrés por calor (Salvucci et al.
2006; Mate et al. 1993; von Caemmerer et al. 2005) demostraron en cada caso que las
plantas transgénicas con cantidades drasticamente menores de Rca tienen bajas
velocidades de fotosintesis aun a elevadas concentraciones de CO;. También se ha
proyectado que una proteina Rca termoestable puede mejorar la fotosintesis bajo estrés
térmico. Kurek y colaboradores en el afio 2007 generaron diferentes variantes de
Arabidopsis thaliana con la inclusion de una isoforma de Rca termoestablemente mejorada
con la tecnologia “gene shuffling” -consiste en seleccionar continuamente combinaciones
azarosas de un conjunto de secuencias escogidas de DNA que dan como resultado la
expresion mejorada de una proteina de interés-. Los resultados demostraron que la
variante mejorada exhibid altas velocidades de fotosintesis e incrementd la biomasa y el
rendimiento de las semillas (Kurek et al. 2007). El maiz como planta Cs4, posee
caracteristicas fisiolégicas que la adaptan a climas mds calurosos por lo cual la
termoestabilidad de Rca en maiz no es considerada como factor limitante de la actividad
chaperona, inclusive se ha demostrado con ensayos en los que se midié la incorporacién de
14C0,, que la incubacién de RubisCO con Rca impulsa la recuperacion de la actividad
enzimatica de RubisCO después de someterse a estrés por calor (Sdnchez et al. 1995). La
regeneracion del sustrato de la enzima RubisCO es también uno de los factores
determinantes de la eficiencia de la fotosintesis, pero el mejoramiento de la actividad
chaperona de Rca es sin duda el mecanismo mas prometedor en cuanto al incremento en
la fijacion del CO2 atmosférico por las plantas (Sage et al. 2008).
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Expresion de Rubisco activasa (Rca) en maiz

La caracterizacion de la expresidn de Rca en diferentes plantas indica que Rca se expresa

como isoformas a y/o b. Dependiendo de la especie, existe variacién en cuanto a la
expresion de dichas isoformas asi como en el nUmero de genes que las codifican. Por
ejemplo espinaca, arroz y Arabidopsis expresan las dos isoformas a y b a partir del splicing
alternativo de un solo gen de Rca. Mientras que la cebada y el algoddn expresan las dos
isoformas a y b, pero codificadas a partir de diferentes genes (Carmo-Silva y Salvucci 2013).
Las isoformas a y b defieren principalmente en su extremo carboxilo. Comparada con b, la
isoforma a tiene una extensiéon en el extremo terminal carboxilo que contiene residuos de
cisteina sensibles al estado redox. Ambas isoformas tienen la capacidad de activar
independientemente a RubisCO pero con diferentes actividades maximas, siendo la
isoforma b la que parece estar presente en todas las especies estudiadas, mientras que se
cree que la isoforma a esta ausente en algunas especies de plantas (Portis 2003).
En maiz existen diferentes genes que codifican a Rubisco activasa. En un principio se
caracterizaron los genes Zmrca 1 (1.4 kb) [GenBank AF084478] y Zmrca 2 (1.8 kb) [GenBank
AF305876]. Ayala y colaboradores demostraron que ambos genes tienen idéntica secuencia
de nucledtidos en la region codificante y la expresién de cada uno produce el polipéptido b
de aproximadamente 381 aminodacidos y masa molecular de alrededor de 43 KDa de
acuerdo a un analisis de similitud con otras secuencias de Rca descritas previamente (Ayala-
Ochoa et al. 2004). La localizacién frecuente de una subunidad pequefia de 41 KDa en el
maiz se explica en términos de un mecanismo de regulacién post-traduccional en el que se
ha implicado a una proteasa no identificada que corta al polipéptido de 43 KDa en su region
N-amino terminal (Vargas-Suarez et al. 2004), aunque se desconoce la funcionalidad de
dicho mecanismo. El hallazgo del gen que codifica la isoforma b se confirmé y se extendio
en un estudio posterior mediante el escrutinio de bases de datos genédmicos con el cual se
reveld adicionalmente la existencia del gen que codifica la isoforma a en el genoma del
maiz. El andlisis de electroforesis y MALDI TOF —técnica de ionizacion usada en
espectrometria de masas- mostraron que los genes a y b codifican a dos polipéptidos de 46
y 43 KDa respectivamente, aunque se desconocen mas aspectos relacionados con la
expresion de la isoforma a en el maiz.

La caracterizacion de la expresion de los genes Zmrca 1 y Zmrca 2 Rca en maiz, demostré
qgue el patron de expresién de sus mRNAs sigue cambios especificos durante el ciclo
dia/noche mostrando mayor acumulacion durante la mafiana (Ayala-Ochoa et al. 2004),
mientras que los niveles de la proteina Rca permanecen estables durante el dia, pero
aumentan durante la etapa de llenado de grano del maiz, mostrando una correlacién
positiva con el rendimiento del grano (Yin et al. 2014; Morales et al. 1999). Ayala y
colaboradores reportaron que los genes Zmrca 1 y Zmrca 2 se distinguen entre si por la
longitud y la secuencia de su regién 3’ no traducible (3’ UTR). En ésta se ha encontrado un
diferente numero de motivos llamados “DST like” (Ayala-Ochoa et al. 2004). Los elementos
DST son secuencias caracteristicas localizadas rio abajo de la secuencia traducible de
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ANTECEDENTES

algunos mRNAs -de ahi su nombre en inglés downstream elements-. Originalmente fueron
analizados en un modelo de transcritos modificados de tabaco con el cual se comprobd que
la multimerizacién e insercidn de elementos DST confieren inestabilidad a los mensajes que
los contienen, ocasionando disminucion notable de su vida media. Los elementos DST
constan de tres regiones caracteristicas altamente conservadas clasificadas como
subdominios |, Il y Ill, separadas entre si por dos regiones variables (Gil y Green 1996). Cada
uno de los transcritos de Rca b en maiz, Zmrca 1 y Zmrca 2, poseen una copia de los
subdominios DST like | y II, pero sélo el gen Zmrca 2 cuenta adicionalmente con dos
subdominios DST like Il (Ayala et al. 2004). La presencia de la sefal de inestabilidad de los
elementos DST like encontrados en los genes de Rca b del maiz, se relaciona con el patréon
de cambios en la abundancia de sus transcritos durante el ciclo dia/noche (Ayala-Ochoa et
al. 2004).
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HIPOTESIS

“Las plantas isogénicas de maiz, sobreexpresantes de Rca (isoforma b), obtenidas por
ingenieria genética, seran similares a aquellas plantas también sobreexpresantes de Rca,
obtenidas a través de ciclos de mejoramiento agrondmico tradicional tanto a nivel de
expresion de Rca como en integridad de su DNA”
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OBJETIVO GENERAL

De acuerdo con los antecedentes anteriormente descritos, el objetivo de esta tesis

es sobreexpresar a la proteina Rubisco activasa en plantas de maiz usando técnicas de DNA
recombinante de un modo alternativo que resulte compatible con la conservacién de la
integridad del genoma del maiz, al tiempo que se busca impartir un rasgo de mejoramiento
agrondmico no transgénico.
Con la finalidad de diferenciar de otros desarrollos similares basados en la sobreexpresién
de intragenes y con base en las diferencias técnicas durante el procedimiento de
sobreexpresion. La propuesta de mejoramiento que aqui se describe se denomina método
isogénico.

Objetivos particulares

1. Obtener plantas isogénicas de maiz que sobreexpresen a la proteina Rca, usando
secuencias provenientes del genoma del maiz.

2. Comparar la sobreexpresion isogénica de Rca con la sobreexpresidn transgénica de
Rca.

3. Cultivar y analizar plantas de maiz con alto contenido de Rca, generadas por un
método convencional de mejoramiento agrondmico con la finalidad de usarlas como

control de comparacién con el método isogénico aqui propuesto.

4. Comparar la expresion de Rca entre plantas: 1) isogénicas, 2) transgénicas, y 3)
plantas obtenidas por mejoramiento agrondmico.
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Para obtener las plantas isogénicas y transgénicas sobreexpresantes de Rca se

utilizaron callos embriogénicos formados a partir de embriones inmaduros de maiz,
cosechados a los 15 a 18 dias después del periodo de floracién (Garrocho-Villegas et al.
2012). Estos se obtuvieron del maiz raza Tuxpefio, variedad Costefio, proporcionado por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias INIFAP, campo
experimental Zacatepec Morelos. Cuando se indique, debido a la falta de plantas sin
transformar regeneradas a partir del sistema de callos embriogénicos, se utilizaron semillas
de la misma variedad de maiz (raza Tuxpefio, variedad Costefio) para sembrar plantas que
fueron analizadas como controles. Las plantas transgénicas de este ensayo estuvieron
sembradas en instalaciones con la contencién requerida por la Ley de Bioseguridad de
Organismos Genéticamente Modificados (LBOGM 2005).
Por otra parte, las plantas de maiz con mayor contenido de Rca conseguidas por métodos
de seleccion agrondmica clasica se obtuvieron sembrando semillas de maiz Conico Nortefio,
variedad Zacatecas 58, de los cultivares Zo y Z23 que corresponden segun el sufijo al nUmero
de ciclos empleados para el mejoramiento agricola. Las semillas fueron amablemente
proporcionadas por el Dr. José Molina Galan del Colegio de Postgraduados COLPOS, Campus
Montecillo, Edo. de México.

Sobreexpresion transgénica de Rca

0 Disefio de construccion transgénica

La construccién transgénica empleada para sobreexpresar Rca consta de un vector
circular binario de 13518 bp nombrado pCambia 3301-Rca. En la figura 4 se muestra el
esquema de este vector con el cassette de expresidn transgénico compuesto por: secuencia
promotora del virus del mosaico de la coliflor CaMV (678 bp), secuencia codificante de Rca
(isoforma b) con su sefial peptidica de entrada al cloroplasto (1302) y el terminador CaMV
(226 bp). También contiene pares de bases que corresponden a sitios de corte con enzimas
de restriccion para facilitar su clonacién. El vector completo contiene la secuencia del gen
BAR proveniente de la bacteria Streptomyces hygroscopicus el cual codifica a la proteina
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fosfinotricina acetil transferasa que confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio
en las plantas transformadas con este vector. También contiene al gen gusA que codifica
para la proteina b-glucoronidasa en la bacteria Escherichia coli, asi como al gen que codifica
a la proteina aminoglucdsido 3 fosfotransferasa de resistencia a kanamicina para la
seleccion bacteriana del plasmido durante su replicacion In vitro.

Gen
reportero Promator
GUS 355 CAMV

Rca

Terminador
35S CAMV
pCambia 3301- Rca
13518 bp
Gen de
seleccion
BAR

Figura 4. Representacion esquematica del vector disefiado para la sobreexpresion transgénica de
Rca en plantas de maiz.

0 Obtencion de vector transgénico

El cassette de sobreexpresion transgénico se subclond en el vector circular binario
llamado pCambia 3301. Para clonar el cassette de sobreexpresion se aislaron por separado
cuatro secuencias: region codificante de Rca (isoforma b) con sitios de clonacién EcoRl —
BamHI (1311 bp), promotor viral 35S CAMV con sitios Hindlll — EcoRI (678 bp), terminador
viral 355 CAMV con sitios BamHI — Pst 1 (226 bp) y vector pCambia 3301 vacio, linearizado
Hindlll - Pst 1 (11303 bp).

Para obtener la secuencia Rca, fue necesario clonarla previamente en el vector para
productos de PCR: pTZ57R/T. Para lograrlo, se extrajo RNA total a partir de hojas de maiz
siguiendo el protocolo que adjunta el fabricante del reactivo Trizol. El RNA obtenido se trato
con DNasa Turbo Free (Ambion) para eliminar DNA contaminante mezclando: 10 ng de RNA,
2 U de DNAsa Turbo Free, 1 nl. del Buffer 10X que acompafia a la enzima y H,0 c.b.p. 50 ni.
La mezcla se incubd 5 min a temperatura ambiente, se centrifugd a 10000 X g/ 1.5 miny el
sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo para recuperar el RNA. Se diluyeron 2 ni del
RNA en 98 nL de H,O en una celda de cuarzo para medir espectrofotométricamente la
concentracién final de RNA. Posteriormente, a partir del RNA se amplificd la regidn
codificante de Rca usando los oligonucledtidos descritos en la tabla 1. Las secuencias de los
primers incluyen sitios de corte para diferentes enzimas de restriccion. La reaccidén para
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amplificar la regién codificante de Rca se hizo por sintesis de cDNA con el kit SuperScript
One-Step RT-PCR Platinum Taq, mezclando 25 . del buffer 2X Reaction Mix, 0.4 g de RNA,
2 ML de la mezcla 10 "M de primers, 1 L de la enzima RT-Platinum y H,O c.b.p. 50 ni. Las
condiciones de la reaccion fueron: sintesis de cDNA a 55°C/30 min, pre-desnaturalizacion a
94°C/2 min, 35 ciclos de amplificaciéon: 94°C/15s (desnaturalizacion), 60°C/30s
(alineamiento), 72°C/1.5 min (extension) y ciclo final de extensidén a 72°C/10 min. Como
controles se incluyeron reaccién de RT-PCR sin RNA y con RNA sin tratamiento con DNAsa.
Como control positivo se amplificod el factor traduccional eEFla y el gen ribosomal 18S
(secuencia de los oligos 18S en tabla 4). El producto de la amplificacidn se clond con el
InsTAclon PCR Cloning Kit Fermentas, siguiendo el protocolo de ligacién que adjunta el
fabricante. Células quimio-competentes de E. Coli cepa DH5a fueron transformadas con el
vector pTZ57R/T — Rca y seleccionadas por su resistencia a ampicilina, tal como se describe
en el protocolo “Transformacidn de células quimicamente competentes” y en “Analisis de
transformantes”. Posteriormente, el plasmido se amplificd y se concentré siguiendo la
metodologia “Extraccién de DNA plasmidico a pequefia escala (miniprep)”. Después, a partir
del plasmido pTZ57R/T — Rca, la secuencia codificante de Rca se obtuvo cortando con las
enzimas EcoRl y BamHI para aislar un fragmento de 1311 bp.

Nombre Gen Amplicén Secuencia Localizaciéon
de Num acceso (bp)
oligos GenBank
Forward:
5’- Region
ORFRca ZmRcal 1331 CCGAGAATTCATGGCGGCCGCCTT codificante
AF305876.3 CTCCT C-3’
Reverse:

5'- CCG TAA GCT TGG ATC CTT ACT
ACT TGA AGAAGGAGCCAGTCTT -

3
Forward:
eEFla ZmEF1-A 5’- CACATCAACATTGTGGTCATTGG - | Region
NM_001112117 243 3 codificante
Reverse:

5'- GCAGTAGTACTTGGTGGTCTC -3'
Tabla 1. Oligonucledtidos usados para amplificar la regidn codificante del gen Rca. eEFla fue
usado como control positivo.

Por otra parte, las secuencias del promotor y el terminador viral CAMV 35S se prepararon
a partir del plasmido nombrado pUC35S-2X (3572 pb). Para ello, primero se concentré al
plasmido pUC pss siguiendo el protocolo descrito en “Extraccion de DNA plasmidico a
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pequefia escala (miniprep)”. Posteriormente, se hicieron reacciones de digestion
enzimatica para aislar las dos secuencias de interés. En el caso del promotor, éste se obtuvo
cortando con las enzimas Hindlll y EcoRI generando un fragmento de 678 bp, mientras que
el terminador se obtuvo empleando las enzimas BamH|! y Pstl, generando un fragmento de
226 bp.

El plasmido pCambia 3301 fue amplificado y concentrado siguiendo el protocolo “Extraccién
de DNA plasmidico a pequefia escala (miniprep)” y después se digirio con las enzimas Hindlll
y Pstl para obtener la secuencia lineal de 11303 bp. Todas las enzimas empleadas, tanto
para el aislamiento de Rca a partir del plasmido pTZ57R/T — Rca como para la obtencion del
promotor y el terminador asi como para linearizar el plasmido pCambia 3301 fueron de la
marca Fermentas. En cada caso se consultd la carta de condiciones de reaccion del
proveedor para usar el buffer de reaccion mas adecuado y la cantidad de cada enzima para
realizar digestiones dobles. Todas las reacciones de restriccion se incubaronde 2 a 16 h a
37° C. El resultado de cada reaccién se visualizd en geles de agarosa al 1% tefidos con
bromuro de etidio y luego, a partir de los geles de agarosa se aislé cada secuencia de DNA
empleando el kit Pure Link Hi Pure Plasmid de LG. En resumen después de extraer, a partir
del gel de agarosa, cada uno de los cuatro fragmentos de DNA (Rca 1311 bp, promotor 678
bp, terminador 226 bp y vector 11303 bp) con los sitios de clonacién indicados, se reviso el
resultado de la extraccién en un nuevo gel de agarosa, con la finalidad de asegurar que se
contaba con cada uno de los fragmentos a clonar. Una vez que se observaron los cuatro
fragmentos aislados se realizo la reaccion de ligacidén, usando la enzima T4 DNA ligasa de
Fermentas. Como resultado, se obtuvo el vector pCambia3301 —Rca (13518 bp), con el cual
se transformaron células electrocompetentes de E. coli cepa DH5a, mismas que se
analizaron tal como se describe en el apartado “Analisis de transformantes”. Finalmente,
con el objetivo de conocer si se clond correctamente el cassette transgénico en el vector
pCambia 3301 - Rca, se secuencio parte del mismo mediante la amplificacion selectiva de
diferentes partes del cassette. Para ello se disefiaron distintos pares de oligonucledtidos
dispuestos a lo largo de la secuencia del cassette de sobreexpresion. La secuencia de los
cebadores se describe en la tabla 2. Las reacciones de secuenciacion capilar fueron
realizadas en el Instituto de Fisiologia de la UNAM vy corroboradas en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. El analisis de las secuencias se realizd por alineamientos de
secuencias multiples, usando como referencia la secuencia del cassette.
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Nombre | Secuencia Localizacién de la
de oligos secuenciacion

Promotor 355 CAMV - Regidn
Fw 3SS 5’- GATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACG -3’ | codificante Rca

Regidn codificante Rca

Fw 1l 5'-CACCATGGCGGCCGCCTTCTCCTC -3'

Region codificante Rca
Fw 2 5’- CACCCACGTCGCCGTGCTCAGCTC-3’

Region codificante Rca
Fw 3 5'-CAAGCTCATCAGGCAGCGCTACC -3'

Region codificante Rca —

Fw 4 5’-GGACCGCATCGGCGTCTGCAAG -3’ terminador 35S CAMV
Region codificante Rca —
Fw 5 5’-ACGTTCGAGCAGCCCAAGATAACG-3’ terminador 35S CAMV

Tabla 2. Oligonucledtidos usados para secuenciar el cassette de sobreexpresion en la construccion
transgénica pCambia 3301 - Rca.

0 Transformacion de maiz con cassette transgénico

El procedimiento se realizd de acuerdo a los protocolos descritos mas adelante en
“Transformacidn de callos embriogénicos de maiz por biobalistica”. La formulacion de los
medios de cultivo usados durante la transformacion y la regeneracion de las plantas de maiz
se basé en los medios estandar descritos por Garrocho-Villegas et al., 2012. Se emplearon
30 cajas Petri con medio Ne¢P suplementado con 3.5 g/L de gellan (Sigma) y 0.3 g de callos
embriogénicos en cada una de ellas. 20 cajas fueron bombardeadas con el vector
pCambia3301 — Rca, 5 cajas con el vector pCambia 3301 vacio (sin el cassette de
sobreexpresiéon de Rca) y 5 con las balas sin DNA. Veinticuatro horas después del
bombardeo los callos fueron transferidos a medio NgP con la concentracion regularmente
usada de gellan [2.5 g/L] (Garrocho-Villegas et al. 2012). Los callos se mantuvieron durante
una semana a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad para minimizar el
efecto de estrés que ocasiona el proceso de biobalistica en las células. A continuacion del
periodo de recuperacion, los callos fueron subcultivados en tres ocasiones cada 15 a 20 dias,
en medio de cultivo NeP suplementado con glufosinato de amonio (reactivo Basta, Sigma,
ingrediente activo: glufosinato de amonio) 3 mg/Ly sin prolina para permitir la proliferacién
selectiva de los callos embriogénicos. La regeneracion de las plantas se logré con 3
subcultivos mas realizados cada 15 a 25 dias en el medio de cultivo NgP suplementado con
3 mg /L del herbicida Basta con disminucién gradual de las auxinas del medio - a 50%, 25%
y 0%-. Después de este periodo, los explantes fueron transferidos a medio MS con el
reactivo Basta disminuido a 1.5 mg/L. Las plantas regeneradas se mantuvieron en medio de
cultivo MS enriquecido con 1 mg/L de acido indol butirico para favorecer el enraizamiento
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de las plantas. Durante esta etapa los subcultivos se realizaron cada 25 a 35 dias en frascos
de vidrio de diferentes alturas -dependiendo del crecimiento de las plantas- siempre
buscando aislar el mayor numero de plantulas. Finalmente, cuando las plantas
desarrollaron alrededor de 7 cm de raiz primaria fueron sembradas en sustrato organico
mezcla Sunshine No 3 dentro de envases de 0.5 a 1 L de capacidad. Cada envase se cubrio
con una bolsa de plastico o con un vaso transparente con la finalidad de permitir el paso de
la luz, al mismo tiempo que se mantenia un ambiente humedo y cerrado. De esta forma, las
plantas regeneradas se mantuvieron en el invernadero con temperaturas entre 25°a35°C
y con fotoperiodos de luz/oscuridad de 12 h. Posteriormente las plantas fueron revisadas
diariamente y paulatinamente se fueron haciendo agujeros en las tapas que las cubrian
hasta retirar por completo la cubierta.

0 Identificacion de plantas transgénicas de maiz

Las plantas transgénicas de maiz se identificaron mediante experimentos de PCR punto
final disefiados para detectar al gen reportero del vector pCambia 3301: gusA. El resultado
se visualizd en geles de agarosa al 1% tenidos con bromuro de etidio. En la tabla 3 se
describen los oligonucledtidos usados para realizar las amplificaciones del transgen. Para
realizar las reacciones de amplificaciéon se aisl6 DNA gendmico de diferentes plantas
regeneradas, asi como de plantas control sembradas a partir de semillas de la misma
variedad de maiz con la que se generaron los callos embriogénicos. El protocolo de
extraccién de DNA se detalla en el apartado “Extraccion de DNA gendmico a partir de hoja
de maiz”. La PCR se realizd6 mediante condiciones estandar de la enzima Taq polimerasa
Kapa 3G. El gen del RNA ribosomal 18S se usé como control interno de la amplificacidn, (los
oligos de este control se describen en la tabla 4).

Amplicon | Secuencia Localizaciéon
(bp)
Forward:
5- GCCGATGTCACGCCGTATGTTATTG -3’ | Region codificante
gusA 1365 Reverse: de gusA en el vector
5'- GATCCCTTTCTTGTTACCGCCAACG -3' | pCambia 3301

Tabla 3. Oligonucledtidos usados para identificar a las plantas transgénicas sobreexpresantes de
Rca.
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0 Andlisis de la expresion de Rca en plantas transgénicas

Proteina

La cantidad de Rca en cada planta transgénica se determiné por triplicado con experimentos
tipo Western blot usando el anticuerpo contra Rca de la marca Agrisera diluciéon 1:20000 y
el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa, también en diluciéon 1:20000. Para ello se
siguio el protocolo reportado por Yamoriy von Caemmerer 2011. Se recolectaron muestras
de 1 cm? de las hojas inmediatas superiores al fruto -tanto de las plantas transgénicas
identificadas, como de las plantas control provenientes de la siembra de semillas- ambas
durante la etapa de floracién. Los extractos de proteina total se separaron en geles de
poliacrilamida al 12% a 55 V durante los primeros 25 miny a 95 V durante el tiempo restante
hasta lograr la separacion éptima de las proteinas situadas en el intervalo de 30 a 50 kDa.
Se realizaron geles con 5 ng de proteina total de cada planta transgénica obtenida, mientras
que para los controles se usaron 5 ng y 10 ng de los extractos de proteina total. Como
control de carga se verificd el contenido de la subunidad grande de Rubisco (= 55 KDa)
mediante tincion (Azul de coomassie) de una réplica de cada gel. Posteriormente, las
proteinas se transfirieron a membranas PVDF durante 1h a 100 V en un sistema de
transferencia humeda. La cuantificacion relativa de la proteina Rca en las plantas
transgénicas se estimd mediante la comparacion de los valores de densitometria (unidades
densitométricas / area) de la sefial inmunoquimica con respecto a las plantas control.

0 Andlisis del fenotipo de plantas transgénicas

Se evalud el efecto de la sobreexpresion de Rca en 9 plantas transgénicas de maiz
registrando los datos de altura, diametro basal y nimero de hojas durante su desarrollo.
Para ello se midié la longitud alcanzada por cada planta desde su base hasta el nudo que
marca la ultima hoja. El diametro basal de los tallos se midié en el punto medio entre la
base de la planta al primer nudo. También se midieron la longitud y el area de la hoja
encontrada inmediatamente arriba del fruto tanto en las plantas transgénicas como en las
plantas control cuando ambos tipos de plantas se encontraban en la etapa de polinizacién.
Por otra parte, se determind el peso, el rendimiento y el nimero de hileras de granos por
mazorca. Adicionalmente, se midié el intercambio de CO, (mMmol CO>/m?s) en funcién de la
temperatura en la misma hoja de tres plantas sobreexpresantes de Rca y de plantas control
obtenidas a partir de callos embriogénicos bombardeados con el vector vacio. Para ello se
us6 un equipo IRGA (Infra Red Gas Analyzer), en un sistema abierto (concentracién de CO;
ambiental) con irradiacidon constante y con incrementos de temperatura. El equipo IRGA
permite hacer mediciones de fotosintesis basadas en la diferencia de CO; del aire que pasa
a través de una hoja. El equipo IRGA fue amablemente prestado por el Dr. Elias Paredes y
la M. en C. Josefina Vazquez, en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Edo. de
Meéxico. El analisis estadistico de los resultados se hizo mediante la prueba t de student para
muestras independientes considerando P=0.05
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Sobreexpresion isogénica de Rca

0 Disefio de construccion isogénica

La construccidn isogénica es un cassette lineal (2827 bp) de secuencias nucleotidicas del
genoma del maiz que contiene: secuencia promotora del gen ZmRBSC-m3 que codifica a la
subunidad pequena de RubisCO (969 bp), secuencia codificante del gen de Rubisco activasa
ZmRca (1302 bp) y terminador del gen ZmRBSC-m3 (488 bp), ver figura 5. El promotor del
gen ZmRBSC-m3 se definié de acuerdo con los datos reportados por Shaffner y Viret,
guienes lo describieron y estudiaron previamente. La secuencia utilizada contiene los
elementos conservados para la expresion diferencial de RubisCO en las células del haz
vascular durante los periodos de iluminacién en maiz, asi como los motivos minimos
necesarios para promover la union y la actividad de la RNA polimerasa (Schaffner y Sheen
1991; Viret et al. 1994). La secuencia de Rubisco activasa empleada fue definida con base
en la secuencia nucleotidica AF305876.3 reportada en la base de datos del National Center
for Biotechnology Information (NCBI). Contiene la region codificante completa, sin las
regiones no traducibles (UTR) y optimizada para evitar los sitios de restriccion enzimatica
inconvenientes para su clonacion. La secuencia de nucledtidos usada codifica para la
proteina Rubisco activasa de maiz, reportada en la base de datos del NCBI con el nimero
de acceso AAG22094.3; esta secuencia contiene su propio péptido sefial para la entrada al
cloroplasto (Ayala O. et al., 2004). El terminador del gen ZmRBSC-m3, que codifica a la
subunidad pequeia de RubisCO en maiz se obtuvo de la secuencia gi|22464:1161-1648 del
NCBI. Adicionalmente, el cassette isogénico posee 68 pares de bases que corresponden a
sitios de restriccion enzimatica distribuidos entre los extremos de cada una de las tres
secuencias, insertados para facilitar su clonacion. La secuencia nucleotidica del cassette se
describe en el capitulo “Anexos”.

promotor RubisCO Rca terminador RubisCO

Figura 5. Representacion esquematica del cassette isogénico disefiado para sobreexpresar Rca en
plantas de maiz.
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0 Obtencion de cassette isogénico

La secuencia del cassette isogénico fue sintetizada por GenScript USA (Pistcataway, NJ).
Dicha secuencia se clond en el plasmido pUC57-Rco-Rca-Rco (5530 bp, PM = 3594500
g/mol) el cual fue amplificado en células de E. coli mediante el protocolo que se describe en
“Transformacién de células quimicamente competentes”. La figura 6 esquematiza al
plasmido pUC57-Rco-Rca-Rco. Se usdé ampicilina para la seleccién y para el andlisis de las
transformantes. Posteriormente, el plasmido pUC57-Rco-Rca-Rco se extrajo (de las
bacterias transformadas) con el kit PurelLink HiPure Plasmid Maxiprep (Invitrogen)
siguiendo el procedimiento adjunto al producto o bien, mediante la metodologia
“Extraccion de DNA plasmidico a pequefia escala (miniprep)”. Luego, mediante reacciones
de digestion se fragmentd al plasmido pUC57-Rco-Rca-Rco y mediante electroforesis en
geles de agarosa se separd al cassette isogénico en cantidad suficiente para transformar las
células de maiz. Para ello se realizaron cuatro reacciones de digestion con 20 ng del
plasmido pUC57-Rco-Rca-Rco y las enzimas Pstl y Dral durante 16 horas a 37° C. Se consulto
la carta de condiciones de reaccion del proveedor de enzimas para usar el buffer de reaccién
y la concentracién de enzimas mas adecuados durante la doble digestion. El resultado de
cada reaccion de digestion se visualizd en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio y se aislé el fragmento correspondiente al cassette isogénico empleando el kit Pure
Link Hi Pure Plasmid LG, evitando la exposicién prolongada del gel a la luz UV.
Posteriormente, el producto de la extraccidon se cuantificé y se concentré mediante
centrifugacion al vacio a 4° C, durante el tiempo necesario para obtener 25 . del cassette
en una concentracion final de 1ng/mi.

Pstl Dral
terminador RubisCO _

Dral
Dral

puc 57-Rco-Rca-Reco
5530 bp

Rca

) | Pstl
promotor RubisCO

Figura 6. Representacion esquematica del plasmido pUC57-Rco-Rca-Rco. Se sefialan los sitios de
corte de las enzimas Pstl y Dral empleadas para aislar al cassette isogénico.

27



MATERIALES Y METODOS

0 Transformacion de maiz con cassette isogénico

La obtencién del maiz isogénico que aqui se describe se basa en la introduccion fisica
aleatoria mediante bombardeo del cassette de sobreexpresién de Rca sobre callos
embriogénicos de maiz. A diferencia de otras aproximaciones experimentales, el método
aqui descrito no requiere el uso de vectores durante la transformacion, por lo que no existe
el riesgo de que persistan secuencias del mismo en las plantas transformadas y como
consecuencia tampoco en su progenie. El procedimiento de la transformacién por
biobalistica se describe detalladamente mas adelante en la seccién “Transformacion de
callos embriogénicos de maiz por biobalistica”. La formulacién de los medios de cultivo
usados durante la transformacién y la regeneraciéon de las plantas de maiz se basé en los
medios estandar, descritos por Garrocho-Villegas et al. 2012. Se emplearon 20 cajas Petri
con medio NP, suplementado con 3.5 g/L de gellan (Sigma) y 0.3 g de callos embriogénicos
en cada una de ellas. Diez cajas fueron bombardeadas con el cassette de sobreexpresion
isogénico y 10 con las balas sin DNA, como controles. Veinticuatro horas después del
bombardeo, los callos fueron transferidos a medio NgP con la concentracidn regularmente
usada de gellan [2.5 g /L] (Garrocho-Villegas et al. 2012) y se mantuvieron durante una
semana a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad para minimizar el efecto de
estrés que ocasiona el proceso de biobalistica en las células. A continuacion del periodo de
recuperacion, los callos fueron subcultivados en tres ocasiones cada 15 a 20 dias en medio
de cultivo NP para permitir la proliferacion de los callos embriogénicos. Posteriormente, la
regeneracion de las plantas se logrd con subcultivos periddicos de 15 a 20 dias,
disminuyendo paulatinamente en tres ocasiones la concentracion de las fitohormonas
auxinas del medio NeP al 50%, 25% y 0% respectivamente. Todo esto sin adicionar ningun
tipo de agente de seleccion. Las plantas regeneradas se mantuvieron en medio de cultivo
MS enriquecido con 1 mg/L de acido indol butirico para favorecer el proceso de
enraizamiento. Durante esta etapa en medio MS los subcultivos se realizaron cada 25 a 35
dias en frascos de vidrio de diferentes alturas, dependiendo del crecimiento de las plantas,
siempre buscando aislar el mayor numero de plantulas posible. Finalmente, cuando las
plantas desarrollaron alrededor de 7 cm de raiz primaria, cada planta fue sembrada en
sustrato organico mezcla Sunshine No 3 dentro de envases de 0.5 a 1 L de capacidad. Se
cubrieron con una bolsa de plastico o con un vaso transparente con la finalidad de permitir
el paso de la luz al mismo tiempo que se mantenia un ambiente himedo y cerrado. De esta
forma, se mantuvieron en el invernadero con temperaturas entre 25° a 35 °C y con
fotoperiodos de luz/oscuridad de 12 h. Gradualmente, se fueron haciendo agujeros en las
tapas que cubrian a las plantas hasta retirar por completo la cubierta.
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0 Identificacion de plantas isogénicas de maiz

Las plantas isogénicas de maiz se identificaron mediante experimentos de PCR punto
final disefiados para detectar diferentes fragmentos del cassette de sobreexpresion. Para
ello se aisl6 DNA gendmico de diferentes plantas regeneradas, asi como de plantas control
sembradas a partir de semillas de la misma variedad de maiz con la que se generaron los
callos embriogénicos. El protocolo de extraccion de DNA se detalla en el apartado
“Extraccion de DNA gendmico a partir de hoja de maiz”. En |a tabla 4 se describen los pares
de oligonucledtidos usados para realizar las amplificaciones. Cada PCR se realizé6 mediante
condiciones estandar de la enzima Taq polimerasa Kapa 3G. Simultaneamente, el gen 18S
del RNA ribosomal se usé como control de la amplificacion. El resultado se visualizé en geles
de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. Debido a que los fragmentos que
componen el cassette isogénico estan naturalmente presentes en el DNA de una planta de
maiz, los oligonucledtidos usados para identificar a las plantas isogénicas se disefiaron para
amplificar la uniéon quimérica de dichos fragmentos. En el caso del par 1 y 3 los oligos
forward se hibridan en diferentes partes del promotor de RubisCO, mientras que el oligo
Reverse, se hibrida en el gen de Rubisco activasa. En el caso del par 2, el cebador forward
es complementario a una secuencia del gen Rca, mientras que el oligo reverse se hibrida
con el terminador de RubisCO (ver figura 28).

Nombre | Amplicéon | Secuencia Localizaciéon
de oligos (bp)
Forward:
5’- CAAGAGGCGGAATTGCCATGAATTC -3’ | promotor RubisCO
Parl 1316 Reverse:
5'- CGTTGATGAAGAGGCAGGACATCTT -3' | Region codificante Rca
Forward:
5’- GAACTTCATGACCCTCCCAAACATC -3’ Region codificante Rca
Par 2 1302 Reverse:
5'- CACGGTGTCGTCGTATAGTATTAGTC -3' | terminador RubisCO
Forward:
5’- GTAAGCTTGAGCTCCCTTTAATCTGG -3’ | promotor RubisCO
Par 3 1662 Reverse:
5'- CGTTGATGAAGAGGCAGGACATCTT -3' | Region codificante Rca
Forward:
18S 210 5’- GGAAACTTACCAGGTCCAGACATAG -3’
Reverse: GenBank: AH001709.2
5'- GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC -3

Tabla 4. Oligonucledtidos usados para identificar a las plantas isogénicas sobreexpresantes de Rca.
Los oligos de cada par son complementarios a secuencias localizadas en diferentes componentes
del cassette. El gen rRNA 18S fue empleado como control positivo.
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0 Andlisis de la expresion de Rca en plantas isogénicas
Proteina

La cantidad de Rca en cada planta isogénica, se determind por triplicado con
experimentos tipo Western blot usando el anticuerpo contra Rca de la marca Agrisera
dilucion 1:20000 y el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa también en dilucién
1:20000. Para ello se siguio el protocolo reportado por Yamori et al. 2011. Se recolectaron
muestras de 1 cm2 de las hojas inmediatas superiores al fruto -tanto de las plantas
isogénicas identificadas, como de las plantas control provenientes de la siembra de
semillas- ambas durante la etapa de floracion. Los extractos de proteina total se separaron
en geles de poliacrilamida al 12%, a 55 V durante los primeros 25 min y a 95 V durante el
tiempo restante hasta lograr la separacidon 6ptima de las proteinas situadas en el intervalo
de 30 a 50 kDa. Posteriormente, las proteinas se transfirieron a membranas PVDF durante
1 ha 100V en un sistema de transferencia humeda. Se realizaron gelescon 2 ng,9 ngy 11
ng de proteina total de cada planta analizada asi como de los controles. La cantidad de
proteina Rca en las plantas isogénicas se estimé mediante densitometria relativa (unidades
densitométricas / area) con respecto a las plantas control.

MRNA

Se realizaron experimentos de RT-PCR tiempo real con el objetivo de cuantificar
relativamente los niveles de expresion del RNA mensajero de Rca en las plantas isogénicas
sobreexpresantes de maiz. Para ello se hicieron extracciones de RNA total a partir de 50 mg
de las hojas inmediatas superiores al fruto -tanto de las plantas isogénicas identificadas,
como de las plantas control provenientes de la siembra de semillas- ambas durante la etapa
de floracion. El RNA total de cada planta se aislé por duplicado con el paquete Quick —RNA
MiniPrep de la marca Zymmo Research el cual incluye tratamiento con DNAsa para evitar
amplificaciones inespecificas por contaminacién con DNA. Luego, a partir de 1 ng de RNA,
se sintetizé cDNA con oligos dT en un volumen de reaccién de 40 M. usando el set Thermo
Scientific Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis. El cDNA sintetizado se cuantifico
con un equipo NanoDrop 2000 Thermo Scientific. Posteriormente se realizo la reaccion de
PCR tiempo real con el kit SYBR GreenER gPCR SuperMix Universal Life Sciences, en el
equipo Applied Biosystems 7500. Para ello se usaron oligos especificos disefiados para
amplificar un fragmento de la region codificante del gen Rca, por lo cual se amplifican los
mMRNAs endogeno e isédgeno de Rca. La expresion del mRNA de Rca se normalizé respecto
al gen de referencia Hmg (High movility group), este gen se usa como gen de referencia en
los métodos validados por la Comisién Europea EURL (European Union Reference
Laboratory) para la cuantificacion de eventos de transformacion, usando la técnica de PCR
tiempo real. La secuencia de los oligos empleados se describe en la tabla 5. Dichos oligos
fueron validados previamente mediante la realizacidn de curvas de desnaturalizacion para
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evaluar la ausencia de dimeros de oligos y para establecer la especificidad de la
amplificacion. La eficiencia de la reaccion de qPCR se analizé mediante amplificaciones con
diluciones seriadas del molde: 1200 ng, 600 ng, 300 ng y 75 ng. Con ello se obtuvo un valor
de eficiencia entre el 90 y el 110%, lo que permitié emplear el método de doble delta de Ct
para la cuantificacion relativa del gen de interés (Pfaffl 2001) respecto a la expresiéon del
gen constitutivo Hmg. Las reacciones para determinar el contenido del mRNA que codifica
a Rca se hicieron con 10 nl de SuperMix Universal previamente mezclado con el colorante
de referencia ROX (2 m. de ROX, por cada 1000 ni. de SuperMix Universal), 600 ng de cDNA,
0.4 L de oligos [10 MM] y H,0 libre de nucleasas c.b.p. 20 L. Se uso el perfil térmico de
95°C/ 5 min para la inactivacién de la uracil DNA glicosilasa y 40 ciclos de 95°C/ 15sy 60°C/1
min, mdas 30 min a 65°C para analizar la curva de disociacion de los oligos. Cada reaccion de
gRT-PCR se determind por triplicado. Para comprobar la especificidad de la reaccion, las
curvas de disociacion de los dos pares de oligos se hicieron simultaneas a la deteccion del
mMRNA en las muestras.

Nombre Gen Amplicon Secuencia Localizaciéon
de Nuam acceso (bp)
oligos GenBank
Forward:
ZmRcal 5’- GATGAACATCGCCGACAACC -3’ Region
TRR AF305876.3 201 Reverse: codificante
5'- CGGAAGATGCCCTTGCAGA -3'
Forward:
HmgA 5’-TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA -3’ | Region
Hmg AJ131373 79 Reverse: codificante
5'- GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT-3'

Tabla 5. Oligonucledtidos usados para cuantificar los niveles de expresion del mRNA de Rca en
plantas de maiz. Hmg fue usado como gen de referencia.

0 Determinacion del numero de copias del cassette isogénico

Las veces de integracion -del cassette isogénico en el DNA de las plantas transformadas-
fueron determinadas mediante la técnica de PCR tiempo real. Para ello, se aisl6 DNA
genomico de cada planta isogénica identificada asi como de plantas control. Debido a la
pérdida de plantas regeneradas a partir de callos embriogénicos bombardeados con los
proyectiles sin DNA, se usaron como controles, plantas sembradas a partir de semillas de la
misma variedad de maiz con la que se generaron los callos embriogénicos. El protocolo de
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extraccién de DNA se detalla mas adelante en “Extraccién de DNA gendmico a partir de hoja
de maiz”. Las amplificaciones se hicieron empleando SYBR GreenER, bajo condiciones de
reaccion estandar: 10 L de SuperMix Universal previamente mezclado con el colorante de
referencia ROX (2 mL. de ROX por cada 1000 ni de SuperMix Universal), 50 ng de DNA, 0.4
. de oligos [10 MM] y H,0 libre de nucleasas c.b.p. 20 ni. Se usé el perfil térmico 95°C/10
min para la inactivacién de la uracil DNA glicosilasa y 40 ciclos de 95°C / 15s y 60°C /1 min,
mas 30 min a 65° C para la curva de disociacion de los oligos. Para este analisis se usaron
dos diferentes pares de oligonucledtidos: primero se realizaron reacciones con los
cebadores TRR descritos en la tabla 5 (disefiados para amplificar un fragmento de la regién
codificante de Rca) y posteriormente se emplearon oligonucledtidos especificos para
identificar la unién quimérica del promotor de RubisCO con el gen de Rca. Las secuencias
de estos ultimos cebadores, nombrados CisFw se describen en la tabla 6. Cada reaccion de
gRT-PCR se determind por triplicado, al mismo tiempo que se realizaron curvas de
disociaciéon tanto de los oligos TRR como de los oligos CisFw para comprobar la especificidad
de la reaccion. Simultaneamente, con cada réplica se realizé una curva patrén usando como
molde diferentes cantidades del plasmido pUC57-Rco-Rca-Rco (1000 pg, 10 pg, 0.1 pg y
0.001 pg) vy los oligos correspondientes. Luego, de acuerdo con el peso molecular del
plasmido (PM = 3594500 g/mol) y considerando 2.4 Gb como el tamafio del genoma del
maiz (maiz B73 RefGen_V4, http://www.gramene.org/) asi como un peso molecular
promedio de 650 Da/base; se calculé el nimero de copias tedrico del cassette en cada
punto de la curva, asumiendo que el tamafio del genoma sea igual para las variedades de
maiz aqui analizadas. Finalmente, con base en la curva patron correspondiente se
determind el numero de veces que la secuencia amplificada esta presente en el genoma de
las plantas, intrapolando el ciclo de amplificacion de cada amplificacion usando el DNA de
las plantas isogénicas y sus controles.

Nombre | Amplicén Secuencia Localizaciéon
de (bp)
oligos
Forward:
5- GTGTGGGGGAGCCTACTACA-3’ Promotor
CisFw 227 RubisCO
Reverse:
5'- TGTTGCTGCTGGAACTTTTG -3' gen Rca
Forward:
TRR 201 5’- GATGAACATCGCCGACAACC -3’ Region
Reverse: codificante
5'- CGGAAGATGCCCTTGCAGA -3'

Tabla 6. Oligonucledtidos usados para cuantificar la integracidon del cassette de sobreexpresion de
Rca en plantas isogénicas de maiz.
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0 Validacion externa del procedimiento de transformacion isogénico

El procedimiento de transformacion de células de maiz que aqui se describe prescinde
del uso de genes de seleccidn o de vectores para la introduccion de la secuencia deseada.
Se caracteriza principalmente porque la modificaciéon realizada se hizo con una construccion
compuesta con secuencias presentes en el genoma del maiz. Es por ello que
simultaneamente a la identificacion y caracterizacion molecular de las plantas isogénicas
obtenidas, también se realizaron pruebas estandar para la deteccidn de las secuencias mas
ampliamente usadas en la generacion de plantas de maiz transgénico. Esto se realizd en el
Centro Nacional de Referencia en Deteccion de Organismos Genéticamente Modificados
CNRDOGM, del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
SENASICAy en el laboratorio del Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad
de Quimica, perteneciente a la Red Nacional de Laboratorios de Deteccidn, Identificacién y
Cuantificaciéon de Organismos Genéticamente Modificados (RNLD-OGM).

Sobreexpresidon agrondmica de Rca

0 Cultivo de plantas sobreexpresantes de Rca obtenidas por métodos agrondmicos

Las semillas de los cultivares Zo y Z»3 de la variedad Zacatecas 58, raza Cénico Nortefio
fueron amablemente donadas por el Dr. José Molina Galan del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo Edo. de México. El cultivar Z»3 fue el resultado de seleccionar maiz a
partir del cultivar Zo, durante 23 ciclos agricolas dirigidos para obtener mayor rendimiento
de grano, segun el procedimiento Seleccidon Masal Visual Estratificada (Molina-Galan 1983)
De acuerdo con la caracterizacidon bioquimica y fenotipica de Zo y Z>3 (Morales et al. 1999),
se considerd a Z>3 como el cultivo mejorado y a Zo el cultivo original o cultivo control. Se
sembraron 5 semillas de cada cultivar en macetas con capacidad para 12L, con sustrato
organico mezcla No. 3 Sunshine. El crecimiento se realizé hasta la formacién de semilla en
invernadero con temperaturas entre 25° a 35 °C y con fotoperiodos de luz — oscuridad de
12 h. Es importante aclarar que el incremento del contenido de Rca en el cultivar Z»3 fue un
efecto derivado de la seleccion masal visual estratificada efectuada en el maiz con el
proposito de aumentar su rendimiento. Sin embargo, para los fines de comparacion entre
diferentes métodos de mejoramiento agrondmico, este sistema fue util debido a que
proporciona plantas de maiz con mayor contenido de Rca como resultado de la aplicacién
de un sistema agrondmico convencional
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0 Andlisis de la expresion de Rca en plantas mejoradas por método agronémico
Proteina

Para comparar los niveles de expresion de Rca en los cultivares Zo y Z»3 se determiné la
cantidad de Rca en la mezcla de plantas de cada cultivar. Esto se realizé por triplicado con
experimentos tipo Western blot usando el anticuerpo contra Rca de la marca Agrisera
dilucién 1:20000 y el segundo anticuerpo acoplado a la enzima peroxidasa, también en
dilucion 1:20000. Para ello y con el objetivo de extraer proteina total, se recolectaron
durante la etapa de floracién muestras de 1 cm?de las hojas inmediatas superiores al
fruto de los dos cultivares (Yamori et al. 2011). Los extractos de proteina total de cada
cultivar se separaron en geles de poliacrilamida al 12% a 55 V durante los primeros 25 min
y a 95 V durante el tiempo restante, hasta lograr la separacién éptima de las proteinas
situadas en el intervalo de 30 a 50 KDa. Los geles contenian 2 ng, 9 ng y 11 ng de proteina
total de cada cultivar. Como control de carga se verificd el contenido de la subunidad
grande de RubisCO (= 55 KDa) mediante tincién (Azul de Comassie) de la réplica de cada
gel. Posteriormente, las proteinas se transfirieron a membranas PVDF durante 1 ha 100 V
en un sistema de transferencia hiUmeda. La cuantificacién relativa de la proteina Rca en el
cultivar Z»3 se estimo mediante la comparacion de los valores de densitometria (unidades
densitométricas/area) de la sefial inmunoquimica con respecto a las plantas control Zo.

mMRNA

Con el objetivo de cuantificar relativamente los niveles de expresion del mRNA de Rca
gue existen entre los cultivares Zp y Z»3 se hicieron extracciones de RNA total a partir de 50
mg de las hojas inmediatas superiores al fruto durante la etapa de floracién. EI RNA total de
hojas de cada cultivar se aislé por duplicado con el kit Quick — RNA MiniPrep de la marca
Zymmo Research, el cual incluye, tratamiento con DNAsa para evitar amplificaciones
inespecificas por contaminacion con DNA. Luego, a partir de 1 ng de RNA se sintetizé cDNA
con oligos dT en un volumen de reaccion de 40 L. usando el set Thermo Scientific Maxima
H Minus First Strand cDNA Synthesis. El cDNA sintetizado se cuantificd con un equipo
NanoDrop 2000 Thermo Scientific. Posteriormente se hicieron reacciones de PCR en tiempo
real con el kit SYBR GreenER gPCR SuperMix Universal Life Sciences, en el equipo Applied
Biosystems 7500. La expresion del mRNA de Rca en los cultivares Zo y Z23 se realizd con los
oligos TRR descritos en la tabla 5, los cuales, estan disefados para amplificar un fragmento
de la region codificante del gen Rca. También se normalizd respecto al gen de referencia
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Hmg (High movility group), este gen se usa como gen de referencia en los métodos
validados por la Comisidon Europea EURL (European Union Reference Laboratory) para la
cuantificacion de eventos de transformacidn, usando la técnica de PCR tiempo real. Tal
como se menciond anteriormente, la secuencia de los oligos empleados se valido
previamente, mediante la realizacién de curvas de desnaturalizacién y de eficiencia para
evaluar la ausencia de dimeros de oligos y para establecer la especificidad de la
amplificacion. También se analizd la eficiencia de la reaccion de gPCR bajo las condiciones
experimentales usadas. Esto se realizd mediante amplificaciones hechas a partir de
diluciones seriadas del molde, con lo cual se obtuvo un valor de eficiencia entre el 90 y el
110% lo que permitié emplear el método de doble delta de Ct para la cuantificacién relativa
del gen de interés respecto a la expresion del gen constitutivo Hmg. Las reacciones se
hicieron con 10 niL de SuperMix Universal previamente mezclado con el colorante de
referencia ROX (2 mL. de ROX por cada 1000 ni. de SuperMix Universal), 600 ng de cDNA, 0.4
nL de oligos [10 mM] y H,0 libre de nucleasas c.b.p. 20 ni. Se uso el perfil térmico de 95°C/10
min para la inactivacion de la enzima uracil DNA glicosilasa y 40 ciclos de 95°C/15s y 60°C /
1 min, mas 30 min a 65°C para evaluar la curva de disociacién de los oligos. Cada reaccién
de gRT-PCR se determiné por triplicado.

0 Determinacion del numero de copias de Rca en plantas mejoradas por método
agrondémico

Para determinar el nUmero de copias de Rca que existen en los cultivares Zoy Z»3 se
realizaron analisis con la técnica de PCR tiempo real. Para ello se aislé6 DNA gendmico de la
mezcla de hojas provenientes de cada cultivar. El protocolo de extraccién de DNA se detalla
mas adelante en “Extraccion de DNA gendmico a partir de hoja de maiz”. Las
amplificaciones se hicieron empleando SYBR GreenER, bajo condiciones de reaccién
estandar: 10 nL de SuperMix Universal previamente mezclado con el colorante de
referencia ROX (2 mL. de ROX por cada 1000 . de SuperMix Universal), 50 ng de DNA, 0.4
. de oligos [10 mMM] y H,0 libre de nucleasas c.b.p. 20 ni. Se uso el perfil térmico de 95°C/
10 min para la inactivacion de la enzima uracil DNA glicosilasa y 40 ciclos de 95°C/15s y
60°C/1 min, mas 30 min a 65°C para analizar la curva de disociacion de los oligos. Se usaron
los oligos TRR descritos en la tabla 6 (disefiados para amplificar un fragmento de la regién
codificante de Rca). Cada reaccion de gRT-PCR se determind por triplicado al mismo tiempo
gue se realizaron curvas de disociacion de los oligos TRR para comprobar la especificidad
de la reaccion. Simultaneamente, con cada réplica se realizé una curva patrén usando como
molde diferentes cantidades del plasmido pUC57-Rco-Rca-Rco (1000 pg, 10 pg, 0.1 pg y
0.001 pg). Luego, de acuerdo con el peso molecular del plasmido (PM = 3594500 g/mol) y
considerando 2.4 Gb como el tamafo del genoma del maiz (http://www.gramene.org/) asi
como un peso molecular promedio de 650 Da/base, se calculé el nimero de copias del
cassette en cada punto de la curva. De acuerdo con el andlisis de la curva patrén se
determind el nimero de veces que Rca esta presente en el DNA de Zp y Z3s.
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Protocolos generales

0 Transformacion de células quimicamente competentes

Se descongelaron en hielo 100 ni de células competentes E. coli DH5a contenidas en
tubos eppendorf de 1500 i, se agregaron 10 Nl de la reaccién de ligacién (plasmido) para
tener no menos del 10 % del vector recombinante con relacién a las células por transformar.
Se incubaron en hielo por 1 h. Transcurrido ese tiempo, se provocod un choque térmico
calentando las células a 42°C/2.5 min. Posteriormente se incubaron en hielo durante 5 min,
se agregd 1 mL de medio LB, se sellaron los tubos con parafilm y se incubaron a 37°C por 1
h con agitacién constante. Posteriormente las células se empastillaron por centrifugacién a
3 KRPM/3min. Se elimind el sobrenadante hasta dejar sélo un volumen de 100 . En ese
volumen restante de medio LB se resuspendieron las células. Después, con ayuda de una
varilla de vidrio -doblada 90 ° y esterilizada a la flama de un mechero- se dispersé
completamente el contenido de cada tubo abarcando toda la superficie en cajas de Petri
con medio sdlido LB con y sin el antibidtico de seleccidn. Las cajas se incubaron a 37° C toda
la noche. Las colonias aisladas que crecieron fueron a su vez preinoculadas en medio liquido
para analizar cudl de ellas se transformd exitosamente (ver protocolo: Analisis de
transformantes).

0 Andlisis de transformantes

Para analizar el resultado de los procesos de transformacion se aislé6 DNA plasmidico
(miniprep) de diferentes colonias aisladas, preinoculando cada una de éstas en 3 mL de
medio LB con el antibidtico de seleccion. Simultaneamente se sembrd un duplicado de cada
una de las colonias analizadas en medio LB sélido con antibidtico. Los plasmidos extraidos
fueron analizados con diferentes enzimas de restriccidon y el resultado se visualizd en geles
de agarosa, cuyo patron de migracion fue comparado con el patron de fraccionamiento
(mapa de restriccion) tedrico de cada construccion. Las transformantes que resultaron
positivas a los patrones de restriccion se conservaron usando los duplicados de cada una
(previamente fueron sembrados en medio sélido). Para ello se esterilizaron con autoclave
tubos eppendorf de 1500 ni, glicerol puro y tubos de cultivo con 3 mL de medio liquido LB.
A partir de los duplicados en medio sdlido se inoculé la transformante escogida en los 3 mL
de medio liquido LB (al momento de usar se afiadi6 el antibidtico correspondiente) y se
incubd a 37 °C por 16 h (una noche). Transcurrido ese tiempo se agregaron 0.2 mL de glicerol
y 0.8 mL del cultivo inoculado a un tubo eppendorf previamente etiquetado de forma clara
y precisa que permita identificar tanto al ecotipo de la bacteria como al plasmido que
contiene. Se agité para homogeneizar y se revisé que los tubos estuvieran perfectamente
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cerrados. Se congelaron en N; liquido, -procurando mantenerlos verticalmente-
inmediatamente después, se almacenaron a -70 °C. Estos reservorios permiten conservar a
las células bacterianas transformadas con los plasmidos de interés y se pueden re-sembrar
nuevamente cuando se requiera.

0 Extraccion de DNA plasmidico a pequeiia escala (miniprep)

En condiciones de esterilidad se pre-inocularon 3 mL de medio LB liquido con la cepa
bacteriana en cuestién, picandola con un palillo de madera (previamente esterilizado en
autoclave) el cual fue sumergido después en el medio de cultivo con el antibidtico
adecuado. Los tubos se incubaron a 37 °C toda la noche con agitacién constante. Al dia
siguiente se empastillaron las células que crecieron en cada tubo vaciando repetidamente
el contenido de éstos a un tubo eppendorf de 1.5 mL de capacidad, los cuales se
centrifugaron por 3 min a 6 KRPM desechando el sobrenadante cada vez. Al final se retird
el sobrenadante aunque no en su totalidad para resuspender las células en lo que quedaba
del medio (aprox 100 ). Se agregaron 400 nl de la solucién alcalina TENS (SDS 0.5 %, Tris
10 mM, EDTA 1 mM, NaOH 100 mM) y se incubd por 15 min a T ambiente. Posteriormente
se afiadieron 200 N de acetato de amonio 7.5 M esterilizado por filtracion y se incubé en
hielo por 7 min. Se centrifugé por 7 min a 12 KRPM y el sobrenadante se transfirié a un tubo
eppendorf nuevo conteniendo un volumen de isopropanol frio. Se incubé a -20 °C durante
40-60 min. Transcurrido ese tiempo se centrifugd por 10 min a 12 KRPM a 4 ° C. La pastilla
resultante se lavd con etanol al 70 %, se centrifugd por 5 min a 12 K RPM a 4 °C y se
resuspendié en 30 — 50 nL de H,O destilada estéril. Los plasmidos extraidos fueron
analizados haciendo diferentes cortes en la secuencia usando enzimas de restriccion. Los
fragmentos (patrén de restriccién) que se obtuvieron de dichos cortes se analizaron en
geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio [10 mg/mL]. Se escogid la clona que
cumplié con el patrén de restriccion previsto para cada plasmido.

0 Extraccion de DNA gendmico a partir de hoja de maiz

El protocolo esta basado en el procedimiento descrito por Schneerman et al. 2002 pero
adaptado para hacer la extraccion a partir de hojas. Se preparé buffer CTAB (NaCl 1.5 M,
EDTA 20 mM, CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) 2%, Tris pH 8 100 mM)
disolviendo a 35°C y con agitacion constante el reactivo CTAB. El buffer se precalenté a 60°
- 65° C antes de iniciar la extraccién.

Debido a que el complejo CTAB-DNA se puede precipitar a temperaturas menores de 15°C,
todo el procedimiento en presencia del CTAB se realizd a temperaturas iguales o superiores
a la temperatura ambiente (25°C).

Se trituraron de 0.7 a 1 g de hojas congeladas de maiz usando N; liquido en un mortero con
pistilo. La muestra triturada se agregd rapidamente a un tubo de teflén con tapa que
contenia 9 mL del buffer CTAB precalentado, al cual, se adicionaron previamente 180 ni. de
b-mercaptoetanol (para tener una concentracion final de 2%. Se agrega justo antes de usar)
La mezcla se homogeneizé invirtiendo el tubo lentamente hasta que se mezclé todo el tejido
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con el buffer CTAB. La mezcla se incub6 durante 90 min a 65° C agitando de vez en cuando
con suavidad. Posteriormente, se retird el tubo de la incubadora y se esperé un momento
hasta que la temperatura del tubo descendiera casi a temperatura ambiente y se agregaron
suavemente 4.5 mL de la mezcla cloroformo/octanol 24:1 (vol/vol). La mezcla se agitd
suavemente invirtiendo los tubos lentamente durante 5 min para formar una emulsién. Se
centrifugd por 10 min a 12000 RPM a temperatura ambiente y se recuperd la fase acuosa
(superior) en otro tubo cuidando de no recoger la interfase. Nuevamente se agregaron 4.5
mL de la mezcla cloroformo/octanol y se repitid la centrifugacién por 10 min a 12000 RPM
a temperatura ambiente. Se recuperd el sobrenadante en otro tubo y se agregaron 15 ni
de RNAsa A libre de actividad DNAsa [10 mg/mL]. De esta forma se incubé por 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 6 mL de isopropanol (o dos terceras
partes del volumen recuperado) invirtiendo suavemente para mezclar y se centrifugd a
12000 RPM por 10 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y al tubo con el precipitado se le
agregaron de 2 a 4 mL de la soluciéon de lavado 1 (etanol absoluto 75%, NaOAc 0.2 M) con
la finalidad de cubrir el precipitado. Se dejé en reposo durante 20 min a temperatura
ambiente. Después se elimind la solucion de lavado 1 por decantacion teniendo cuidado de
no tirar el precipitado y se agregaron de 2 a 4 mL de solucién de lavado 2 (etanol absoluto
75%, NH40Ac 10 mM) con la finalidad de cubrir el precipitado muy brevemente (aprox. 30
s). Posteriormente se decantd con cuidado la solucién de lavado 2 y se elimind el
sobrenadante en su totalidad succiondndolo con diferentes tamafios de puntas para
micropipeta y/o esperando un breve momento para evaporar el sobrenadante -siempre
cuidando de no secar completamente el precipitado-. Inmediatamente después se
agregaron de 200 a 500 L de H20 estéril libre de DNAsas. Sin agitar se dejo en reposo a 4°C,
de ser necesario, durante toda una noche para disolver el DNA. Al siguiente dia se transfirid
el DNA disuelto a un tubo eppendorff de 1.5 mL con una punta estéril para micropipeta ala
cual le fue cortada la punta para facilitar la succidn del DNA disuelto. EIl DNA obtenido se
cuantificd y se observd una alicuota en un gel de agarosa.

0 Transformacion de callos embriogénicos de maiz por biobalistica

Establecimiento de embriones

De acuerdo al protocolo publicado por Garrocho-Villegas et al. 2012, los cultivos de callos
embriogénicos se establecieron a partir de embriones cigéticos inmaduros de maiz raza
Tuxpeio, variedad Costefio, donado por el INIFAP Campus Zacatepec Morelos, los cuales
fueron cosechados a los 15 a 18 dias después de la polinizacion.

Preparacion de particulas para el bombardeo
El siguiente procedimiento se usa para preparar 60 bombardeos de acuerdo al protocolo
publicado por Sanford et al. 1993.
Se pesaron 30 mg de microparticulas de tungsteno de 0.4 mm en un tubo de 1500 ul, se
agregd 1 mL de etanol al 70 % y se agitd en vortex por 3 a 5 min incubando por 15 minutos
a temperatura ambiente. Se centrifugé a 12 kRPM durante 5 segundos o hasta que el
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sobrenadante se observara translicido para remover y descartar el sobrenadante.
Posteriormente, se lavd 3 veces mas con H;O estéril agitando y descartando el
sobrenadante. Finalmente, se adicionaron 500 ul de glicerol estéril preparado al 50% para
permitir una concentracién final de 60 mg / mL. Esta solucion se almacend a—20° C por dos
semanas y hasta por un mes. Cada 50 pl de esta solucidon se usaron para realizar 6 disparos.

Bombardeo

El bombardeo de particulas se realizd dentro de una campana de flujo laminar en la que
previamente se limpid toda la superficie y material de trabajo incluyendo la camara de
biobalistica de alta presiéon (Bio-Rad, Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery System).
Posteriormente se llevd a cabo el revestimiento de las microparticulas de tungsteno o
microacarreadores con el DNA por introducir en las células de maiz. Para ello se agitaron
las particulas previamente preparadas durante 5 minutos en un vortex. Se separaron
alicuotas de 50 pl en tubos de 1500 ul -para realizar 6 disparos con cada alicuota- agitando
continuamente con el vértex para maximizar la uniformidad del muestreo y se agregaron 5
ul de DNA [1 pg / ul], 50 pl de CaCl2 [2.5 M] y 20 pl de espermidina [0.1 M]. La preparacién
anterior se homogeneizd mediante agitacion suave para fijar la unién del DNA con las balas
incubando por al menos 1 min o el tiempo necesario para realizar el primer disparo. Durante
este tiempo se debe agitar suavemente tratando de mantener la uniformidad de la
suspension formada. Con el fin de prolongar el tiempo de incubacién de la union del DNA
con las balas se lavd la preparacion de balas justo antes del disparo siguiendo los siguientes
pasos: Se centrifugd a maxima velocidad durante 2 segundos en una centrifuga de mesa
para retirar y desechar el sobrenadante. Se afiadieron 140 pul de etanol al 70% agitando muy
suavemente hasta homogeneidad y se centrifugd nuevamente para desechar el
sobrenadante. Posteriormente se afiadieron 140 ul de etanol absoluto, se agité muy
suavemente hasta homogeneidad y se centrifugd para desechar el sobrenadante. La
preparacion se resuspendid en 48 ul de etanol absoluto. Inmediatamente después de este
procedimiento de lavados se realizaron los disparos aplicando 6 pl de balas recubiertas con
DNA sobre la membrana Ilamada macrocarrier. Se esperé de 10 a 15 minutos hasta la
evaporacion completa del etanol y se siguieron las instrucciones para ensamblar los
dispositivos y consumibles del equipo para realizar cada disparo a 6 cm de distancia del
material bioldgico. La introduccion de las microparticulas se impulsé con una presién de
Helio de 650 — 900 psi en una atmdsfera de 20 mm Hg de vacio. Se bombardearon cajas
Petri de 60 mm de diametro conteniendo cada una de ellas 0.3 g de callos embriogénicos
de maiz dispuestos en medio NeP enriquecido con 3.5 g/L de gellan (Sigma). Veinticuatro
horas después del bombardeo, los callos se subcultivaron en medio NeP con la
concentracién regularmente usada de gellan [2.5 g / L] (Garrocho-Villegas et al. 2012). En
cada ensayo de transformacion se hicieron disparos con balas recubiertas de DNA (cassette
isogénico o vector transgénico), asi como disparos con balas que siguieron el mismo
protocolo de preparacion, pero usando H;0 en lugar de DNA. Cada caja recibi6 dos disparos.
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SOBREEXPRESION TRANSGENICA DE Rca

Las modificaciones genéticas en los cultivos de interés comercial han sido comUnmente
elaboradas mediante sistemas que introducen transgenes en el genoma de las plantas
receptoras. Esto sin duda ha despertado gran inquietud en diferentes sectores de la
poblacién mundial. Por ello, actualmente se buscan nuevas aproximaciones experimentales
para cambiar las técnicas de mejoramiento en los cultivos. Con todo, el desarrollo de
cultivos transgénicos se ha practicado por mas tiempo y en consecuencia las técnicas
pueden ser reproducidas con relativa mayor facilidad. En razén de ésto, la presente tesis se
llevé a cabo para demostrar que el proceso de modificaciones isogénicas si es viable en el
maiz. Sin embargo, debido a que la sobreexpresion de la proteina Rca no se habia practicado
con anterioridad en esta planta, fue necesario en primer lugar, demostrar que es posible
modificar la expresidn de esta proteina siguiendo los pasos de una tecnologia de ingenieria
genética ya conocida. Es por eso que la estrategia experimental incluyd el desarrollo de
plantas transgénicas sobreexpresantes de Rca.

0 OBTENCION DE LA CONSTRUCCION TRANSGENICA

La construccién transgénica nombrada pCambia 3301 — Rca permite sobreexpresar Rca
en las plantas de maiz mediante la introducciéon de un vector que porta otras secuencias
gue codifican proteinas no originarias del maiz, pero que confieren una nueva caracteristica
bioquimica que facilita la transformacion vegetal. Para construir el vector pCambia 3301 —
Rca se clond la secuencia codificante de Rca a partir de RNA total usando el par de
oligonucledtidos y la metodologia que se describieron en el capitulo Materiales y Métodos
(Tabla 1). El resultado se muestra en la figura 7, en ella se observan reacciones de RT-PCR
con diferentes moldes y cebadores. En ella se muestra que al usar RNA sin tratamiento con
DNAsa -como molde para la PCR- se obtienen dos productos de amplificacién, mientras al
usar RNA libre de DNA se obtiene sélo un amplicén. Es por ello que para evitar la clonacion
de intrones debido a la amplificacidn de Rca a partir de DNA gendmico, se usé el producto
de RT-PCR que se obtuvo a partir de RNA tratado con DNAsa.
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PM T S/T () 185 eEFla

1489 bp — -
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Figura 7. RT-PCR para amplificar secuencia codificante de Rubisco activasa de maiz (1331). De
izquierda a derecha carril 1: marcador de tamafio molecular (PM), carriles 2 y 3: RT-PCR a partir de
RNA tratado con DNAsa (T), carril 4: RT-PCR a partir de RNA sin tratamiento con DNAsa (S/T), carril

5: RT-PCR sin RNA (-), carriles 6 y 7: controles de amplificacién Eefla y 18S.

Una vez que fue posible la amplificacién del cDNA codificante para Rca, esta secuencia se
clond en el vector pTZ57R/T para facilitar la subclonacién de Rca en el vector pCambia 3301.
Para ello se transformaron células DH5a con pTZ5R/T ligado a la secuencia Rca es decir, se
construyé el plasmido pTZ57R/T-Rca (4217 bp), esquematizado en la figura 8 en la cual se
muestran diferentes sitios de corte para diversas enzimas de restriccion.
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Figura 8. a) Esquema del plasmido pTZ57R/T — Rca, se muestran los sitios y el nimero de cortes de
las enzimas usadas para identificarlo. b) Patrén de restriccién esperado en un gel de agarosa, El
fragmento Rca tiene 1311 bp

Las transformantes obtenidas se evaluaron mediante la reaccién de doble digestion: EcoRI-
BamHI. Segun el mapa de restriccion de la figura 8, al cortar el plasmido pTZ57R/T-Rca con
las enzimas EcoRl y BamHI se obtienen dos productos visibles, uno de 1311 bp y otro de
2847bp. En la figura 9 se observa la imagen del gel de agarosa que contiene la evaluacion
de 10 cepas transformantes que se obtuvieron luego de la digestién del plasmido con EcoRl
y BamHl. Los resultados demostraron que fue posible la clonacidn de pTZ57R/T-Rca debido
a que se libero el fragmento de clonacion esperado.
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12345678910

1489 bp —>

cDNA
Rca

Figura 9. Escrutinio de transformantes pTZ57R/T-Rca. Extraccién de plasmido a 10 transformantes.
Cada plasmido se digirié con EcoRl y BamHI para evaluar cuales transformantes tienen el cDNA de
Rca (1311 bp). Las cepas 2, 6 y 7 fueron positivas al analisis.

De acuerdo a lo anterior, se eligié arbitrariamente una de las transformantes exitosas, en
este caso la nimero 7, para extraer el plasmido pTZ57R/T-Rca el cual a su vez se digirié con
otras enzimas de restriccién para comprobar una vez mas que se cloné correctamente la
secuencia Rca. En la figura 10 se muestra el resultado que se espera obtener con las
reacciones de digestion del plasmido pTZ57R/T-Rca usando las enzimas EcoRl, BamHlI, Sall,
Ncol, y como control negativo el plasmido sin digerir (s/d). En la figura 11 se observa el
resultado real del analisis donde se puede observar que de acuerdo al mapa de restriccién
de la figura 10, en todos los casos se obtuvieron los fragmentos del tamafio esperado.
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Figura 10. a) Esquema del plasmido pTZ57R/T — Rca. Se muestran los sitios y el nimero de cortes
de diferentes enzimas usadas para identificarlo. b) Patron de restriccién esperado en un gel de
agarosa. Plasmido sin digerir (s/d).

EcoRI
PM BamHlI Sall  Ncol ¢/d

3280 bp

1489 bp
1150 bp

697 bp

Figura 11. Digestion de plasmido pTZ57R/T — Rca. Gel de agarosa, en la parte superior se indican
las enzimas que se usaron en cada reaccién. Control negativo pTZ57R/T — Rca sin digerir (s/d).
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Con la clonacion de la secuencia Rca en el vector pTZ57R/T se construyé el plasmido
pCambia 3301-Rca mediante la ligacidn de cuatro secuencias. Para ello se aislaron a partir
del plasmido pUC35s-2X (3572 bp) las secuencias promotora (678 bp) y terminadora (226
bp) del virus del mosaico de la coliflor (CAMV 35S). Se usaron las enzimas de restriccién
Hindlll'y EcoRl para aislar al promotor y BamHI + Pstl para obtener al terminador. Por otra
parte, se digirid el vector pCambia 3301 vacio con las enzimas Hindlll y Pstl. Adicionalmente,
se obtuvo la secuencia Rca (1311 bp) a partir del plasmido pTZ57R/T — Rca utilizando las
enzimas de restriccion EcoRl y BamHI. Estos productos de restriccion se visualizaron en un
gel de agarosa al 1%, tal como se observa en la figura 12, en ella se muestran los cuatro
fragmentos obtenidos. A partir del gel agarosa se aislaron los fragmentos correspondientes
a cada una de las cuatro secuencias de interés.

Hindlll Hindlll BamHI BamHI
Pst!  EcoRl EcoRl Pstl

19329 bp
7743 bp

600 bp

300 bp

Figura 12. Secuencias necesarias para construir el vector pCambia 3301-Rca. De izquierda a
derecha carriles 1y 6: marcadores de tamafio molecular, carril 2: Vector pCambia 3301 vacio
(11176 bp), carril 3: promotor CAMV 35S (666 bp), carril 4: secuencia codificante Rca (1302 bp),
carril 5: terminador CAMV 35S (222 bp). Se muestran las enzimas de restriccién empleadas para
obtener cada fragmento

Posteriormente, se unieron los cuatro fragmentos mediante catdlisis con la enzima T4 DNA
ligasa. El pldsmido obtenido: pCambia 3301 — Rca se esquematiza en la figura 13 donde
también se detallan los sitios de corte de distintas enzimas de restriccion.
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Figura 13. Mapa de restriccion del vector pCambia 3301-Rca. Se sefialan los sitios de corte de
diferentes enzimas de restriccidon (nimero de cortes).

El plasmido pCambia-Rca se usé en la transformacion por electroporacion de bacterias E.
coli DH5a. Las transformantes obtenidas fueron analizadas haciendo extraccién de
pldsmido de cada una de ellas y digiriéndolo con EcoRIl para probar si alguna de ellas
liberaba un fragmento de 1572 bp. La figura 14 muestra el resultado del escrutinio de las
bacterias transformadas, en ella se observa que la electroporacion fue exitosa en la mayoria
de los casos pues de un total de nueve colonias analizadas sélo una de ellas no liberé el
fragmento del tamafio esperado.

Rca. Las transformantes se analizaron con EcoR/ para liberar una secuencia de 1572 bp. Todas las
transformantes excepto la nimero 2 mostraron la secuencia esperada.
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Se eligid una de las cepas transformadas para realizar un andlisis de restriccion mas
minucioso con la finalidad de confirmar que se obtuvo una cepa bacteriana recombinante
con la construccion pCambia 3301-Rca. En la imagen de la figura 15 se observa el gel de
agarosa que muestra los productos de digestion del plasmido pCambia 3301-Rca usando
diferentes enzimas de restriccion. De acuerdo al esquema de la figura 13 los resultados
obtenidos corresponden al patrén de restriccién esperado con lo cual se concluyé que la
clonacién de la secuencia codificante de Rca bajo el dominio del promotor y terminador
viral 35S CAMV fue satisfactoria.

opg  Hind lll Hindill BamHI BamHi
Pst| EcoRl EcoRl Pst| EcoRl S/d

1489 bp

697 bp

421 bp

Figura 15. Analisis de restriccion de la construccion pCambia-35S-Rca usando diferentes
combinaciones de enzimas de restriccion, como control negativo, el plasmido sin digerir (s/d).

Adicionalmente a los andlisis de restriccion, se secuenciaron varios fragmentos del vector
pCambia 3301-Rca empleando distintos cebadores. En la figura 16 se sefialan los
oligonucledtidos usados para analizar la clonacién del cassette de expresion en fragmentos
consecutivos, con la finalidad de descartar errores de secuenciacioén.
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Figura 16. Oligonucledtidos (Fw) usados para secuenciar el cassette de sobreexpresidn transgénico
clonado en el vector pCambia 3301 - Rca

El analisis del alineamiento de las secuencias resultantes con el cDNA de Rca (Genebank
AF084478.3) demostré que se clond la secuencia Rca en su totalidad y sin intrones. Se
detectaron seis cambios de bases presentes en al menos tres secuenciaciones
independientes. Para evaluar el alcance de los seis cambios de bases detectados se tradujo
in silico la secuencia resultante y ésta a su vez se comparé con la secuencia proteica de Rca
reportada en la base de datos NCBI (AF084478). Este analisis se muestra en la figura 17, en
la cual se observa que de los seis cambios, sélo uno de ellos modificé el aminodcido
codificado mientras que el resto correspondid a codones sinénimos. El cambio de
aminodacido fue alanina por valina, los cuales son similares en sus propiedades quimicas,
ambos son no polares y aunque estan ubicados en una regidn conservada entre secuencias
Rca de monocotileddneas, esta regidén no forma parte de los dominios de unidn al ATP ni se
ha demostrado que ese aminodcido tenga en particular alguna relevancia para la regulacién
de RubisCO (Ayala-Ochoa et al. 2004).
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Figura 17. Alineamiento de la traduccidn tedrica de la secuencia Rca clonada en el vector
pCambia3301-Rca con la secuencia protéica Rca en la base de datos NCBI (AF084478). Se observa

un aminoacido diferente en la secuencia clonada.

Ademas de determinar la secuencia clonada de Rca, también se secuencio rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcién, ver figura 18. Esto es importante porque el sistema de
sobreexpresion usando el promotor CAMV 35S depende de la presencia de la regidon minima
del promotor asi como de sus potenciadores o enhancer (Benfey y Chua 1990). El
alineamiento con la secuencia final Rca clonada en el vector permitié confirmar la presencia
del extremo 5’ de Rca asi como identificar los componentes del promotor.

GGAAGGTAAGATTCTTCAACCTACAAAT GT CAAGAT CAGT CTCAGAAGACAAAGGGCTAT

CACGCTCGAGTATAAT
ATCTCTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAAACAACAAACAACATTACAATTACAT
TTACAATTACCAT GGACTACAAAGACAAT GACGACAAAATCACAAGT TTGAACAAAAAAG
CAGGCT CCGCGECCECCCCCT TCACTARG GCGGCCGCCTTCTCCT CCACCGT CGGAGCTC
CGGCCTCCACCCCGACCAGGAGCAGCT TCCTCGGEGAAGAAGCT CAACAAGCCGCAGGT GT
CCGCGGECCGT GACCTACCAT GGCAAGAGCT CCAGCAGCAACAGCAGGT TCAAGGCGATGG .

Figura 18. Secuenciacion del enhancer y de la regién minima del promotor 35S CAMV en la

construccion pCambia - Rca.
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0 TRANSFORMACION DE MAIZ CON pCambia 3301- Rca

Tras confirmar que se cloné la regién codificante de Rca en el vector de transformacién
transgénico, esta construccién se empled para transformar callos embriogénicos de maiz.
Para ello se empled la técnica de biobalistica tal como se describe en Materiales y Métodos.
El objetivo fue transferir de forma directa el plasmido pCambia3301 — Rca a los callos
embriogénicos de maiz. Como controles se hicieron bombardeos con el vector vacio
pCambia 3301 y con balas suspendidas en agua. El agente de seleccion (herbicida BASTA)
se empled durante todo el proceso in vitro. En la figura 19 se muestran fotografias de
plantulas regeneradas con cada uno de los tratamientos a los 111 dias del bombardeo que
corresponde al momento en el que las plantas se transfirieron a medio MS con acido indol
butirico para permitir la formacion de raiz durante el proceso de aclimatacion.

pCambia 3301-Rca —

pCambia 3301-vacio —

H,O control negativo —

Figura 19. Ejemplos de plantulas de maiz regeneradas a los 111 dias después del bombardeo con
el vector pCambia 3301 — Rca, vector pCambia 3301 vacio y H,0. En todos los casos se usé el
herbicida BASTA como agente de seleccidon en medio de cultivo sélido.
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La cantidad de plantas obtenidas a los 178 dias del bombardeo en cada tratamiento se
muestra en la tabla 7. Cabe sefialar que a partir de ese momento se iniciaron los
transplantes a tierra. El proceso de regeneracion de plantas se favorecid en el caso de los
bombardeos realizados con el vector pCambia3301 tanto vacio, como ligado al cassette de
sobreexpresién de Rca debido al gen de resistencia al herbicida BASTA que porta el vector.
Aunque la cantidad inicial de callo embriogénico fue menor en el caso del vector vacio, la
cantidad de plantas regeneradas se incrementd con el uso del vector comparado con la
cantidad final de plantulas regeneradas en el sistema de bombardeo con agua.

Particula Masa *Plantas Plantas Plantas con Plantas
bombardeada inicial de = regeneradas analizadas insercidn de sobrevivientes
callos (g) vector
pCambia 3301 - 6 236 37 30 21
Rca
pCambia 3301 — 1.5 31 18 15 0
vacio
H20 (control 1.5 3 - - 0
negativo)

Tabla 7. Resumen del ensayo de biobalistica realizado para obtener plantas transgénicas
sobreexpresantes de Rca. *a 178 dias del bombardeo. ***al final del ensayo

El proceso de aclimatacidn se refiere a la etapa en la que las plantulas regeneradas in vitro
gue han desarrollado suficientemente sus raices, son cambiadas a envases con tierra para
gue continten su desarrollo. Durante este proceso se registro un alto indice de pérdida de
plantulas, razén por la cual se generaron plantas control sembradas a partir de semillas de
maiz no transformado. Estas fueron crecidas bajo las mismas condiciones de invernadero
gue las plantas regeneradas ya aclimatadas y son sin duda un buen control para analizar el
aumento de Rca en plantas sobreexpresantes comparado con plantas no transformadas.
Sin embargo, el control ideal para éste tipo de ensayos son las plantas regeneradas luego
del bombardeo del vector vacio. El proceso de aclimatacion es la etapa critica para la
regeneracién de las plantas, es un periodo que demanda gran cantidad de insumos, espacio
y experiencia para la separacion de las plantulas. Para aumentar las posibilidades de éxito,
se recomienda comenzar con no menos de la cantidad de callos embriogénicos usados para
el bombardeo de interés. La resiembra de las plantulas al invernadero es otro paso
determinante para la obtencion de plantas completas hasta la formacién del fruto. Cada
transplante entre distintos tamafios de macetas y hacia el sitio definitivo de siembra
ocasiona estrés en las plantas, especialmente si ademas se requiere transportarlas a
diferentes sitios. En este caso se recomienda reducir el nimero de transplantes hacia el
espacio definitivo de siembra con el fin de evitar la manipulacién excesiva de las plantas.
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0 IDENTIFICACION DE PLANTAS TRANSGENICAS SOBREEXPRESANTES DE Rca

Las plantas de maiz obtenidas luego del proceso de regeneracion y aclimatacion fueron
analizadas por PCR usando primers que amplifican al gen reportero gus A que confiere la
resistencia al herbicida BASTA. En la figura 20 se muestra un ejemplo del andlisis de cuatro
plantas regeneradas de entre las cuales se encontré al gen reportero sélo en tres de ellas.
Como control positivo de la reaccion de PCR se amplificd un fragmento del gen del factor
traduccional eEFla que estd presente en todas las plantas. Durante este proceso se
identificaron 30 plantas transgénicas de las cuales sobrevivieron 21 hasta la etapa de
formacion de semilla, lo cual, representa el 8.8 % de recuperaciéon de eventos de
transformacién considerando el nimero de total de plantas regeneradas.

Plantas regeneradas

gus A

Figura 20. Analisis por PCR de diferentes plantas de maiz regeneradas. Las tres primeras plantas,
de izquierda a derecha son transgénicas porque son positivas a la amplificacion de gus A. Como
control se muestra la amplificacion de eEFla en todas las plantas.

0 CUANTIFICACION DE Rca EN PLANTAS TRANSGENICAS

Las plantas de maiz que fueron positivas al analisis de la expresién del gen gus A, asi como
plantas control sembradas con semillas de maiz no transformado fueron analizadas durante
la etapa de floracion para comparar su contenido de Rca usando la técnica de Western blot.
En la figura 21 se muestran los resultados del analisis y se observa que en extractos de
proteina total, las plantas sobreexpresantes tienen mayor abundancia de la proteina Rca
comparadas con plantas control.
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ctrl
1 20 27 28 31 36 10ug 5pg

Rca 43 kDa =
41 kDa =—

Figura 21. Contenido de Rca en seis plantas transgénicas sobreexpresantes de Rca y en plantas
control. En la parte superior se muestra como control de carga la tincién de la membrana usada
para el inmunoanalisis.

0 ANALISIS DEL FENOTIPO DE PLANTAS TRANSGENICAS

Las plantas transgénicas sobreexpresantes de Rca fueron monitoreadas durante su
desarrollo. La principal caracteristica que se observé fue que las plantas sobreexpresantes
mostraron mayor vigor durante todas las etapas de su crecimiento comparadas con las
plantas control (ver figura 22). Esto se verificé al analizar graficamente las medidas de
altura, diametro basal y numero de hojas. En la figura 23 se muestran las graficas de estas
mediciones.
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!

C Rca C Reca C Rca C

Figura 22. Plantas transgénicas sobreexpresantes de Rca (Rca), comparadas con plantas control
(C), alo largo de su desarrollo.

El rendimiento y la aclimatacidn de un cultivo dependen de varios factores relacionados con
su propia fisiologia por ejemplo, la cantidad y el tamafno de sus drganos, la arquitectura de
la planta, la arquitectura de sus células, la velocidad de senescencia de las hojas, el
desarrollo radicular, la captacion de nutrientes y el vigor del crecimiento inicial. En
consecuencia, cada cultivo responde de manera diferencial ante estimulos ambientales y/o
cambios inducidos en su expresidén genética. Por ejemplo, para el cultivo de arroz se
demostré que la sobreexpresion de Rca favorece la velocidad de fijacién del CO;
atmosférico, sélo en condiciones oscilantes de luz y temperatura (Yamori et al. 2012),
puesto que durante condiciones ambientales estacionarias no se observaron cambios ni en
su capacidad fotosintética ni en su rendimiento (Fukayama et al. 2012).

Las plantas transgénicas sobreexpresantes de Rca de maiz mostraron mejorias significativas
en parametros relacionados con el rendimiento tal como el nimero de hojas que se
incremento durante practicamente todo su desarrollo y la altura, la cual, aumenté durante
la etapa de floracién.

De acuerdo con las medidas del didametro basal de los tallos entre plantas control y
transgénicas, el vigor inicial de estas Ultimas se favorecid desarrollando tallos mas gruesos
durante las primeras etapas especialmente en el intervalo de los 74 a 95 dias.
Experimentalmente, esta caracteristica fue Util porque las plantas inicialmente mas
fortalecidas continuaron con su desarrollo de forma exitosa. También se encontré que el
intercambio de CO; a 40°C se incrementa en las hojas de plantulas sobreexpresantes
comparadas con plantas control, ver figura 24.

54



RESULTADOS

#* A

ns

Altura {m)
M
3
[Fy]
|—

ns

3.5
b) ns he

2.5
% % * e 4

1.5

Diametro basal (cm)

0.5

25

C) e e e e ¥ &k
20

15 -

* o A
B
* o ok
10 o e
5 |
B o T T
A
86 95 132 160

Numerode hojas

59 74

t(dias)

m Sobreexpresantes de Rca 1 Control

Figura 23. Graficos de a) altura, b) didmetro basal y c) nimero de hojas en plantas transgénicas
sobreexpresantes de Rca comparadas con plantas contro. A marca la etapa de floracién. En la parte
superior de las barras: resultado del andlisis t de student, n=9. ns diferencia no significativa P < 0.05
*owEk Ak kxak diferencias significativas P < 0.05, < 0.005, < 0.0005 y < 0.00005 respectivamente.
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Figura 24. Fotosintesis neta de plantulas transgénicas sobreexpresantes de Rca comparadas con
plantulas control.

Si bien se encontraron diferencias significativas entre plantas sobreexpresantes y plantas
control, cabe sefialar que no toda la poblacién de sobreexpresantes fue homogénea. Dentro
de este grupo de plantas encontramos varianza en los pardmetros que se midieron (ver
valores de desviacién estandar en las graficas de la figura 23). Una de las variaciones
detectadas fue la longitud de las hojas. Por ello y con el fin de establecer un punto de
comparacion, se escogio la hoja inmediata superior al fruto de cada planta cuando éstas
alcanzaron su maximo de crecimiento (en el caso de plantas con dos mazorcas se eligié la
hoja del fruto superior) y se tomaron medidas del area foliar. Los resultados mostrados en
la figura 25 hacen evidente la variacidn observada en este grupo de plantas.

Finalmente, se recolectaron las mazorcas y se midieron diferentes parametros relacionados
con el rendimiento del maiz. En este punto del experimento sobrevivieron 21 plantas
transgénicas sobreexpresantes de Rca que produjeron 25 mazorcas, de las cuales, el 58 %
mostraron llenado completo de grano, es decir mazorcas repletas de semillas. Estas
mazorcas (ver figura 26), son blancas, con una longitud que va desde 10 cm hasta 17 cm,
con 10 hileras de grano, de 16 a 35 granos por hilera y con un promedio de peso de grano
por mazorca de 101.7 g. En contraste, las plantas control no produjeron mazorcas
completas debido probablemente al estrés causado por los transplantes entre maceta y
suelo. Cabe destacar que las plantas transgénicas sobreexpresantes de Rca tuvieron el
mismo tratamiento, lo cual refuerza la observacion de que éstas fueron mas vigorosas que
las plantas control.
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ctrl

++Rca

Tipodemaiz Alturadeplanta  Areafoliar

(cm) (cm?)
++Rca 361 782
Citrl 253 206

Figura 25. Largo de hoja alcanzado en plantas transgénicas sobreexpresantes de Rca (++ Rca) y
plantas control. En la tabla se muestran los valores promedio de altura y area foliar.
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Figura 26. Ejemplo de mazorcas obtenidas de plantas transgénicas sobreexpresantes.
Algunas de ellas (a) y (b) generaron dos mazorcas.
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Si bien estas observaciones fenotipicas no son concluyentes debido a la baja cantidad de
plantas analizadas, los datos recolectados sefalan que la sobreexpresion de Rca brindé a
las plantas beneficios en cuanto a su vigor inicial que se manifesté posteriormente en la
oportuna produccidén de su fruto bajo las limitaciones experimentales de siembra y
resiembra utilizadas. Por otra parte, los andlisis del cultivo de maiz en ambientes
enriquecidos de CO; han demostrado que, similar a otros cultivos Cs, la fotosintesis no estd
directamente estimulada por el aumento en la concentracién del CO; ambiental, pues
debido a su estructura y caracteristicas celulares el carbono disponible esta concentrado en
las inmediaciones de las células del haz vascular y por tanto en ambientes enriquecidos de
CO; el factor limitante es la actividad carboxilasa de RubisCO. Excepto cuando las plantas
son sometidas a condiciones de sequia, el enriquecimiento de CO; en el ambiente, si
estimula al proceso fotosintético (Leakey et al. 2009). En éste sentido, las plantas
sobreexpresantes de Rca demostraron indirectamente un incremento en la actividad de la
enzima RubisCO, manifestada como un aumento en la generaciéon de biomasa bajo
condiciones atmosféricas de CO.. Esto sefiala a las plantas sobreexpresantes de Rca como
un modelo valioso para evaluar la capacidad fotosintética maxima del maiz en ambientes
enriquecidos con CO; y/o bajo condiciones de estrés por sequia.
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SOBREEXPRESION ISOGENICA DE Rca

Los resultados de la sobreexpresion transgénica fueron utiles para evaluar la
funcionalidad de la sobreexpresion de Rca en el maiz facilitando la deteccidn de las plantas
transformantes gracias al gen de seleccidon. Sin embargo, la aplicacion del método
transgénico no es funcional para el cultivo del maiz debido a la persistencia indefinida de
secuencias transgénicas en las plantas descendientes y por la incertidumbre acerca de los
efectos a largo plazo que causa este procedimiento sobre el ecosistema. Es por ello que
después de conocer los resultados de la sobreexpresion transgénica se inicio la
transformacidén isogénica con la finalidad de aumentar la concentracién celular de la misma
proteina, pero usando una secuencia lineal sin genes de seleccién.

O OBTENCION DE CASSETTE DE SOBREEXPRESION ISOGENICO

Para obtener el cassette isogénico Rco-Rca-Rco (en adelante llamado Rco-Rca), se aisld
al plasmido nombrado pUC57-Rco-Rca-Rco, el cual contiene a la secuencia optimizada de la
region codificante de Rca, unida al promotor y al terminador tejido especifico de la
subunidad pequefia de la enzima RubisCO.

El plasmido pUC57—Rca fue fragmentado con las enzimas de restriccién que se sefialan en
la figura 27.

Usando la enzima de restriccion Dra |, fue posible cortar las fracciones del plasmido que no
se requieren en la planta, al tiempo que se facilito el aislamiento del cassette.

PM

5080 Psti(2) ~ 408Dral(3) —

terminador Rco 4587.5084 o~/ —
“\_ 1100 Dral @ R =——

\ /1119 Dral (3, 1650 bp ——

pUC57-Rca v iy

5530 bp | =

RCA 3270..4586 ; —

p —

v

N\
2253 Pstl (2)

promotor Rco 2295..3269

Figura 27. Patréon de restriccidon del plasmido pUC57-Rca, se sefialan las posiciones de inicio y
término de las tres secuencias del cassette de sobreexpresidon Rco-Rca. También se indican los sitios
y (nimero) de cortes de las enzimas usadas para su aislamiento. A la derecha se muestra la digestion
tedrica del plasmido usando las enzimas sefialadas. El cassette Rco-Rca tiene 2827 bp
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En la figura 28 se demuestra que si fue posible el aislamiento del cassette de sobreexpresion
isogénica Rco-Rca disefado a partir de secuencias encontradas en el genoma del maiz. En
la figura se observan la reaccion de digestién del pldsmido y la separacién de los fragmentos
obtenidos, tal como se esperaba, de acuerdo al patrdn de restriccion de la figura 27. A partir
del gel de agarosa se aislé al fragmento de 2827 bp, que corresponde al cassette de
expresién isogénica Rco-Rca.

PM pUC57-Rca Rco-Rca

3000 bp

1650 bp
1000 bp

Figura 28. Digestion del plasmido pUC7-Rca. Se muestran dos reacciones de digestion del plasmido
pUC57-Rca. En el ultimo carril a la derecha, se sefiala la extraccion del fragmento que corresponde
al cassette Rco-Rca (2827 bp).

0 TRANSFORMACION DE MAIZ CON CASSETTE ISOGENICO

Para obtener el maiz isogénico sobreexpresante de la proteina Rca se empled la técnica de
biobalistica para transferir de forma directa y aleatoria al cassette Rco-Rca en callos
embriogénicos de maiz. Los callos sometidos a los disparos fueron subcultivados hasta
inducir el proceso de regeneracion de las plantulas, siempre usando medios de cultivo libres
de agentes de seleccidn. En la figura 29 se muestra un ejemplo del estado de regeneracion
de las plantas a los 111 dias después del bombardeo. Como control negativo se hizo un
bombardeo con balas suspendidas en agua, aunque no se obtuvieron plantas completas de
este tratamiento. Debido a esto, se sembraron semillas del mismo tipo de maiz que se usé
para generar los callos embriogénicos. Dichas plantas crecieron bajo las mismas condiciones
de invernadero que las plantas regeneradas y aclimatadas previamente y se usaron como
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controles de referencia para evaluar la expresion de Rca en las plantas isogénicas
identificadas. Sin embargo, el control ideal son las plantas sin transformar obtenidas
también del bombardeo de particulas suspendidas en agua, pues brindan informacién
valiosa acerca del efecto del sistema in vitro sobre el fenotipo. Si bien durante este ensayo
se mejord la capacidad para regenerar plantas (ver seccion “Transformacion de maiz con
pCambia 3301- Rca”) y se redujo el nimero de transplantes, las posibilidades de obtener
plantas control se redujo al limitar la cantidad de plantas regeneradas. En la tabla 8, se
muestra la cuantificacion de plantulas regeneradas a los 173 dias después del bombardeo.
En ella se puede observar que se obtuvieron mds plantas a partir de los callos
bombardeados con el cassette Rco-Rca. Debido a que no se usé ningln factor de seleccién
en la construccién, el incremento de regenerantes se debid principalmente a que la
disponibilidad de frascos y medios de cultivo fue limitada, por lo que en todo momento se
favorecio la recuperacion de las plantas a partir de los callos bombardeados con el cassette
Rco-Rca y en consecuencia se regeneraron mas plantas.

Cassette isogénico
Rco - Rca

H,0, control

(-)

Figura 29. Ejemplos de plantulas de maiz regeneradas a partir de callos embriogénicos de maiz.
Fotos tomadas a 111 dias después del bombardeo con el cassette isogénico Rco-Rca y con balas
suspendidas en H,0. No se usaron agentes de seleccién en los medios de cultivo.
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Particula Masa *Plantas Plantas Plantas ***Plantas
bombardeada inicial de  regeneradas analizadas con sobrevivientes
callos (g) insercion
de cassette
Cassette Rco-Rca 3 164 20 9 5
H.0 (control 3 87 - - 0
negativo)

Tabla 8. Resumen del ensayo de biobalistica realizado para obtener plantas isogénicas
sobreexpresantes de Rca. * a 173 dias después del bombardeo. ***al final del ensayo

0 IDENTIFICACION DE PLANTAS ISOGENICAS SOBREEXPRESANTES DE Rca

Las plantas de maiz obtenidas luego del proceso de regeneracion y aclimatacion, asi
como las plantas control generadas a partir de semillas de maiz no transformado, fueron
analizadas por PCR usando muestras de hojas y oligonucleétidos que amplifican las uniones
qguiméricas de Rca con el promotor y/o el terminador de la enzima RubisCO. En la figura 30
se sefalan los pares de oligonucledtidos usados para la identificacion de las plantas que
insertaron dicha construccion. Durante esta etapa se identificaron 9 plantas cisgénicas, pero
solo sobrevivieron 5 hasta la etapa de floracién, es decir el 3 % de eventos recuperados,
considerando la cantidad inicial de plantas regeneradas.

Par 1 1316 bp
Par2 1302bp o -

Par3 1662bp D <4n

Figura 30. Oligonucleétidos usados para la identificacion de las plantas que integraron el cassette
isogénico Rco-Rca. Los oligos se disefiaron para amplificar las uniones quiméricas de las tres
secuencias que componen al cassette Rco-Rca
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En la figura 31 se muestra un ejemplo del analisis de identificacion de una planta isogénica,
comparada con una planta control. En la planta isogénica amplifican los tres pares de
oligonucleétidos descritos en la figura 30. Como control negativo se muestran las
reacciones de amplificacion sin molde y las reacciones de amplificacion cuando se usa el
DNA de una planta sin transformar. La figura 32 muestra el resultado de la identificacion de
las 5 plantas isogénicas obtenidas, en ella se observa la presencia de los fragmentos
amplificados por los pares de oligonucleétidos 2 y 3, los cuales en suma, indican la insercidn
del cassette Rco-Rca completo.

Planta
Planta ctrl isogénica Sin DNA

(bp)

3000

2000
1500

1200
1000

500

Figura 31. Identificacidn de planta isogénica. Se muestra la amplificacion de tres diferentes
fragmentos que indican la presencia del cassette Rco-Rca en el DNA de la planta.

63



RESULTADOS

)

e ooﬁc. W
& - Q\'a-

Par 2
1302 bp

3.0

2.0 Par 3
L3 1662 bp
1.0

3.0

1.0

0.5

18 S

Figura 32. Amplificacidn de dos fragmentos del cassette Rco-Rca en cinco plantas isogénicas. Se
muestran como controles negativos las amplificaciones a partir de plantas sembradas con semilla
de maiz sin transformar y PCR sin molde. Como controles positivos, la amplificacién usando el
plasmido pUC7-Rca y oligos para amplificar gen 18S
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0 CUANTIFICACION DE Rca EN PLANTAS ISOGENICAS

Las plantas de maiz que fueron positivas a la identificacion de la insercion del cassette
Rco-Rca, asi como las plantas control sembradas con semillas de maiz no transformado,
fueron analizadas durante la etapa de llenado de grano para comparar su contenido de Rca
usando la técnica de Western blot. En la figura 33 se muestran los resultados del analisis y
se observa que en extractos de proteina total de hojas durante la etapa de floracion, la

planta isogénica 5, expresa mayor contenido de Rca comparada con las plantas control.
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{—\ 1 2 4 5 9
I 1

a:' e — - ——43 kDa
. 41 kDa
| ]
2ug Sug Sug 2ug
—T—41 kDa
1 ]
2ug S5ug 9ug Sug
c)
43 kDa
- p— — . — ——11 kDa
| J
2ug Sug Sug 9ug

Figura 33. Inmunodeteccion de Rca (41 y 43 kDa) en extractos de proteina total de hojas de maiz
en etapa de floracion, tanto de plantas isogénicas, como de plantas control. En la parte superior
de la figura se sefala el nombre y tipo de planta. En la parte inferior de cada imagen se indica la

cantidad de proteina total analizada en las plantas isogénicas: a) 2ng, b) 5ng, c) 9ng. En cada
analisis se incluyeron 2, 5y 9 ng de proteina total de las plantas control para estandarizar el

analisis por densitometria.
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Los resultados mostrados en la figura 33, asi como sus réplicas, fueron analizados por
densitometria para determinar semi-cuantitativamente el contenido promedio de Rca de
las plantas isogénicas comparadas con las plantas control. En la figura 34 se observan
diferentes graficas del analisis densitométrico realizado. En dichas graficas, se confirmd que
solo la planta nimero 5 mostré un incremento de alrededor del 50 % respecto de las plantas
control. En las graficas también se puede apreciar que cuando se analizan 2 ng de proteina
total, la diferencia detectada en el contenido de Rca entre las plantas control y la planta 5
se minimiza. Esto se atribuye a que la cantidad de proteina total analizada es muy baja, lo
cual, genera falsos negativos. Es por ello que el analisis se realizd con diferentes cantidades
de extracto de proteina total.
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Figura 34. Diferentes representaciones graficas del mismo analisis densitométrico basado en la
inmunodeteccidn de Rca en las plantas isogénicas 1, 2, 4, 5y 9, asi como en plantas control.
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Las plantas isogénicas identificadas también fueron analizadas para determinar la
expresion de Rca en términos de su mRNA. Esto se realizé mediante qRT-PCR amplificando
cDNA con los oligonucledtidos especificos lamados TRR. También se usaron los oligos Hmg
para amplificar un fragmento del gen Hmg como control de normalizacién (descripcién
detallada en el capitulo Materiales y Métodos). Para ello, primero fue necesario demostrar
que los oligos TRR y Hmg amplifican de manera Unica y especifica a la secuencia en cuestion.
En la figura 35 se muestran las curvas de disociacion para cada par de oligonucledtidos
usando diferentes cantidades de cDNA de plantas control como molde: 1200 ng, 600 ng,
300 ng y 75 ng. La deteccion de una sola sefial de fluorescencia a la temperatura de

alineamiento (Tm) de los oligos indicé que sdlo se amplificéd un producto y en consecuencia
estos cebadores son adecuados para el analisis gRT — PCR.

Oligos TRR Oligos HMG

n

—

D Raore |0

Figura 35. Curvas de disociacion para los oligonucleétidos usados para el analisis de expresién del
MRNA de Rca. Los oligos TRR son especificos para Rca. La amplificacion de Hmg se usé como
control de normalizacion.

Ademas de evaluar la disociacién de los oligos, también se calculd la eficiencia de las
reacciones de qRT —PCR. En las figuras 36 y 37 se observan las curvas de amplificacidon
usando los oligonucledtidos TRR y Hmg con cantidades crecientes de cDNA. A partir de estas
curvas se construyeron las graficas para calcular el porcentaje de eficiencia de la
amplificacion con la siguiente ecuacion:

(1071/™m — 1)+ 100 %
m = valor de la pendiente.
Este analisis se realizo por triplicado y los resultados demostraron que la eficiencia calculada
fue de 110% para la amplificacion de Rca y 103 % para la amplificacion del gen Hmg.

Comunmente se esperan valores de eficiencia cercanos al 100 % para un analisis confiable
de gRT — PCR (Pfaffl 2001).
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Figura 36. Curva de eficiencia obtenida a partir de cDNA y oligonucledtidos especificos para
amplificar un fragmento de la regidn codificante de Rca (oligos TRR).
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Figura 37. Curva de eficiencia obtenida a partir de cDNA y oligonucledtidos especificos para
amplificar un fragmento del gen para normalizacién, Hmg.
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Una vez concluida la fase de estandarizacion de las condiciones de reaccion para la qRT-PCR
se analizd simultdneamente el cDNA de hojas de maiz isogénico y sus controles. La
cuantificacion del mRNA de Rca se detecté usando los oligos TRR y como control la
abundancia relativa del mRNA del gen Hmg. Los resultados se observan en la figura 38, en
la cual se puede apreciar que la cantidad del mRNA que codifica Rca es variable entre
muestras isogénicas. Asi la planta 1 registrd hasta 2 veces mas RNA que la planta control
mientras que las plantas 5 y 9 observaron alrededor de 25% mds RNA, aunque en el analisis
de proteina (ver figura 34), sélo la planta nimero 5 mostré aumento significativo en la

expresiéon de Rca.
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Figura 38. Contenido relativo de mRNA de Rca en plantas isogénicas sobreexpresantes de Rca,
respecto a plantas control durante la etapa de floracion. El eje vertical sefiala las veces de cambio
en abundancia del mRNA de Rca.

0 DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS DEL CASSETTE ISOGENICO

Por otra parte también se evalud el nimero de copias del cassette Rco-Rca insertadas
en el genoma de cada planta isogénica y se compard con las plantas control no
transformadas. Para ello se buscoé la sefial de amplificacién de una region en la secuencia
traducible de Rca (oligos TRR). Los resultados se intrapolaron en una curva estandar con
diluciones seriales del plasmido pUC57-Rca, el cual contiene la regidon codificante de Rca.
Debido a que se conoce el peso molecular del plasmido pUC57-Rca se puede calcular el
numero de copias que hay en cada punto de la curva estdndar, dichos valores se muestran
en latabla 9y en lafigura 39 se observa su representacioén grafica. Cabe senalar que la curva
estandar se repitid cada vez que se analizaron las muestras de DNA gendmico de las plantas
isogénicas. Adicionalmente, la expresidon del gen Hmg se usé para normalizar los resultados
obtenidos en la cuantificacion.

69



RESULTADOS

Cantidad de plasmido (pg) 1000 10 0.1 0.001
No. de copias del cassette 1.6X108 1.6X10°|1.6X10%| 1.6X102
Tabla 9. Pardmetros de curva estandar para cuantificar el cassette isogénico.

La figura 40 muestra la grafica del analisis completo, en ésta se puede observar que en los
50 ng de DNA evaluado, las muestras 4, 5 y 9 registran de 10,000 a 20,000 copias mas de
Rca respecto al control, mientras que la planta 1 no muestra muchas mas inserciones que
el control. En la planta nimero 2 se encontré una cantidad menor de Rca comparada con el
control. Este fendmeno es dificil de explicar porque no se espera que una planta contenga
menor cantidad de copias de Rca que una planta no modificada. Lo mds probable es que se
trate de fallas experimentales en la deteccidn de esta muestra en particular.

Por otra parte, considerando 2.4 Gb como tamafo promedio para el genoma del maiz
(http://www.gramene.org/) se calculd el nimero de copias tedrico de Rca presente en cada
planta isogénica (Figura 41). Los resultados indican que las plantas 4, 5 y 9 contienen tres
copias de Rca mientras que la planta 1 no registré diferencia con las copias de Rca
detectadas en las plantas control. Sin embargo, en el andlisis de la expresién de RNA (figura
38) fue precisamente la planta 1 la que mostré mas mRNA codificante de Rca. Por lo tanto,
este resultado indica que la expresion detectada no sdlo depende del nimero de
integraciones del cassette sino también de la localizacién del mismo, lo cual se espera sea
diferente para cada planta isogénica.

 ~ 0 W

log Mo. de copias

y=-0.3574x + 12.442
R*=0.9603
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Figura 39. Curva estandar con oligonucleétidos TRR, para la cuantificacion de copias de Rca
insertadas en el genoma de las plantas isogénicas.
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Figura 40. Copias de Rca insertadas en 50 ng de DNA de plantas isogénicas y plantas control.
PCR cuantitativo realizado con oligonucleétidos especificos para la regidn codificante de Rca.
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Figura 41. Copias de Rca por planta en las muestras isogénicas comparadas con las plantas control.
PCR cuantitativo realizado con oligonucleétidos especificos para la regién codificante de Rca.

Adicionalmente, con la finalidad de diferenciar la presencia de Rca que proviene
exclusivamente de la insercion del cassette de sobreexpresion isogénico y no de la
expresion natural de la planta, se examind la unién entre el promotor de RubisCO vy Ila
secuencia codificante de Rca. Para ello se utilizaron los oligonucledtidos especificos (CisFw)
y se realizaron diluciones seriales del pldsmido pUC57-Rca para construir una curva de
referencia. Los parametros de la curva se describen en la tabla 9. En la figura 42 se observa
un ejemplo de la curva estandar realizada para cuantificar las inserciones del cassette en las
plantas isogénicas. Los resultados de las reacciones de PCR cuantitativo con 50 ng de DNA
de cada planta se intrapolaron en la curva. En la figura 43 se observa la grafica del analisis.
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Figura 42. Ejemplo de curva estandar con oligonucleétidos CisFw, para la cuantificacion del
numero de copias del cassette Rco-Rca insertadas en el genoma de las plantas isogénicas.

Los resultados mostraron que la planta 9 contiene el mayor niumero de copias del cassette
Rco-Rca mientras que la planta 1 fue negativa a la cuantificacion tal como ocurrié con la
planta control y con las reacciones sin molde ntc (ntc, non template control).

De acuerdo con la figura 40, en 50 ng de DNA total de plantas control, hay alrededor de
30,000 copias del gen de Rca, mientras que en las isogénicas 4, 5y 9 se detectaron alrededor
de 50,000 copias, es decir, una diferencia de alrededor de 20,000 copias mas de Rca en las
plantas sobreexpresantes. Sin embargo, al analizar el nUmero de inserciones del cassette
amplificando la unién quimérica del promotor y el gen (figura 43), la planta con mas
inserciones mostro solamente alrededor de 2500 copias. Debido a que se trata del analisis
de un sistema bioldogico no se espera obtener adiciones o sustracciones con valores
numeéricos exactos sino que se espera obtener aproximaciones. Segun la figura 40 las
muestras 4 y 5 registraron valores de contenido de Rca cercanos a la planta 9, sin embargo
al analizar la presencia de Rca debida a la insercion del cassette en la figura 43, el patrén de
acumulacién es muy distinto entre las tres muestras. En el caso de la planta control el
resultado observado en la figura 43 es predecible porque las plantas no transformadas
carecen de la unién quimérica: promotor Rco-Rca. Sin embargo, para la planta 1, aunque se
esperaria que contuviera menor cantidad de inserciones, en este caso resultd negativa a la
deteccidn del cassette. Es decir que la deteccion de la unidén quimérica del cassette en las
plantas isogénicas con los oligos CisFW se consideré detectable pero no cuantificable como
copias de Rca por planta. Debido a que los dos pares de oligonucleétidos empleados (CisFW
y TRR) hibridan en diferentes partes del cassette, la ausencia de sefial fluorométrica durante
la cuantificacion de la unién quimérica sugiere que ocurrieron inserciones incompletas del
cassette, que no permiten el alineamiento y la amplificacion de la secuencia especifica que
se busca mediante PCR tiempo real. Esto explica la ausencia de deteccién de la unidn
quimérica en la planta 1y la disminucidn en la sefal de amplificacién para las plantas 4y 5.
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Figura 43. Copias del cassette Rco - Rca presentes en 50 ng de DNA de plantas isogénicas

0 VALIDACION DEL PROCEDIMIENTO DE TRANSFORMACION ISOGENICO

Con la identificacion de las plantas de maiz isogénicas se demostré que fue posible la
produccién de plantas que contienen una construccion basada exclusivamente en
secuencias de DNA del maiz, prescindiendo de genes marcadores provenientes de otra
especie. Es decir que la generacién de plantas isogénicas de maiz permite que la planta
obtenida mediante este proceso mantenga la integridad y pureza de su DNA respecto a la
variedad parental, de forma similar a lo que sucede con los cultivos de maiz mejorados por
técnicas agricolas convencionales. Para comprobarlo, se analizaron muestras de DNA de
plantas isogénicas en laboratorios nacionales de referencia para buscar las secuencias
transgénicas mas comunmente usadas. En la siguiente pdgina se anexa copia del resultado
oficial (Centro Nacional de Referencia en Deteccién de Organismos Genéticamente
Modificados, CNRDOGM del SENASICA, SAGARPA). La conclusién de los analisis
comprueban que el desarrollo utilizado generd plantas mejoradas de maiz que no portan
secuencias transgénicas. Estos resultados sefialan que es operable la recuperacién de
plantas isogénicas con el método usado y por ello fue posible solicitar la patente de dicho
método. Solicitud ante el Instituto Mexicano de la Propiedad industrial IMPI:
MX/a/2014/015118 (ver anexo).
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SAGARPA INFORME DE RESULTADOS (a})
SENASICA
ANEXO P CENTRO NACIONAL DE REFERENCIA EN DETECCION DE 201301 18
No. de informe: IR-32/2014 ORGANISMDS GENETICAMENTE MODIFICADOS Rev. 06
eIm mgw* SA-0338-005/1 1Acreditado 8 El alcance de ta acreditacion Gnicamente comprende:
12 « Analiss de OGMs por |a técrica de la PCR a partir del 2011-12-12
getidod mesiouna  JAPRSON 3 SOGRCER AN St BRI IR » Analisis de OGMs por 1a fécrica de la PCR digital a partir del 2012-12-10

Solicitante: Universidad Nacional Auténoma de México Fecha de emisidn de informe: 14 de julio del 2014
Atencion: Ora. Estela Sinchez, Investigadora Titular "A" Facultad de Quimica, UNAM No. de oficio de entrega: Sin oficio

Domicilio: Laboratorio 103, Conjunto "E", Circuito de la Investigaclon Clentifica s/n Ciudad Universitaria, México D.F. 04510

Fecha de recepcion: 07 de julio del 2014

Condicién de la muestra: Se envid DNA Genomico en concentraciones de de 50 ng/ul y 100 ng/ul.

Método de andlisis utilizado: Amplificacion de secuencias de ADN por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR) usando marcadores para la
secuencia 355CaMV, y evento especifico, con un limite de deteccion (LD) al 0,025% y con un limite de cuantificacion (LC) de 0,10%, cuando corresponda. El rango dindmico de
cuantificacion es de 0,10% a 100,00%. Para el caso de la cuantificacion con dPCR el resultado podra ser expresado en nimero de copias por cantidad de volumen de la secuencia
GM de interés y podrd emitirse el valor en porcentaje cuando se haya determinado también la secuencla endogena de la especle analizada, La identificacidn de proteinas se
realiza por el meétodo cualitativo de tiras reactivas,

U: En cuantificaciones de 0,1 a 0,9% de OGM, la U es de £50% y en cuantificaciones de 1 a 100% de OGM, la U es de £30% con un factor k=2.

Procedimiento de muestreo: El muestreo fue realizado por el solicitante de acuerdo al manual de monitoreo y muestreo de organismos genéticamente modificados de origen
vegetal del SENASICA.

i

Resultados de PCR-TR:
Clave de la Fecha de Deteccion de | Cuantificacién | Deteccién de | Identificacién | Cuantificacién y
No- 1 muestra T te v Aot yorickado andlisis ISSCaMV | de 35SCaMV +NOS de £ 6 GE. deEE.
= ; Deteccion de secuentias
1 2 Haja de Maiz I55CAMY: t-NOS, 2014-07-08 Negativo No aplica Negativo No aplica No aplica
: Deteccion de secuencias
. 4 HojodeMalz | yoqeamv; 1-NOS. e P No aplica Negativo No aplica o
" Deteccion de secuencias :
2 H Hpse 355CaMV; t-NOS. 049708 ® No aplica Negativo | No aplica N
Observaci Se anal 3 de ADN g ico de maiz, los resultados de los andlisis mostraron que todas fueron negativas para el promator 35SCaMV y terminador T-nos
"La informacion présentads en este documento tiene el cardcter de reservada y fi il en de los 14 fraccidn 1, W y V1: 1B fraccidn | y II; y 19 de 18 Ley Federal de Transparencia y Acceso a fa
infarmacsdn Plblica Gubernamental.
**Los resultados mostrados anicaments estan relacionados con las recibidas y anakradas por el CNRDOGM. El pr informe de resultados no debe reproducirse, excepto en su totalidad, sn ta aprobacion por
escrito del CHRDOGM
Paginalde3 Km. 37.5 de ta Carretera Miéakco-Pachuca, Municipio de Tecdmat de Felipe Villanueva, Col. Centro, Estado de Méaico

€0, 55740 Tel 452 {55) 5505 1000 Ext. 53037, 53039 y 5340
http:/fwww senasica gob ma
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SOBREEXPRESION AGRONOMICA DE Rca
0 CUANTIFICACION DE Rca EN MAIZ MEJORADO AGRONOMICAMENTE

Tal como se describid detalladamente en el capitulo de antecedentes, en el Colegio de
Posgraduados, Edo. de México se desarrollaron cultivares mejorados de maiz para mayor
rendimiento de grano. Dicho mejoramiento se realizé durante 23 ciclos agricolas en los que
se selecciond cualitativamente las mejores semillas de cada ciclo para sembrarlas en el
siguiente. Los cultivares se nombraron Zx, donde la Z denota la variedad de maiz llamada
Zacatecas 58 y el subindice x sefiala el nUmero del ciclo de mejoramiento. El analisis de
diferentes cultivares durante 23 ciclos demostré que paralelamente al mejoramiento del
rendimiento en Z,3 también se aumentd significativamente el contenido celular de la
proteina Rca (Morales et al. 1999). Con la finalidad de comparar el mejoramiento
agronomico de la variedad Zacatecas 58 con el método de mejoramiento isogénico aqui
propuesto, los cultivares Z3 y el original Zo fueron analizados de modo similar que las
plantas isogénicas. La figura 44 muestra una imagen representativa de los analisis tipo
Western-blot que se realizaron para determinar el contenido de Rca. Los resultados
demuestran que Z,3 contiene mas Rca durante la etapa de llenado de grano comparada con
Zo, lo cual concuerda con los resultados publicados anteriormente por Morales et al. en
1999.

Muestra: Zg 223
Proteina total: 2 5 9 11 2 5 9 11
(ug)
—— S — ——— 43 kDa

41kpa Rca

Figura 44. Inmunodeteccién de rubisco activasa en extractos de proteina total durante la etapa de
llenado de grano de maiz en plantas mejoradas Z>; comparada con variedad sin mejorar Zo.

El andlisis densitométrico de la inmunodeteccién de Rca se esquematiza en la figura 45.
Similar al analisis realizado con las plantas isogénicas (ver figura 34), al evaluar 2 ng de
proteina total se compromete la sensibilidad de la deteccidn y en consecuencia la diferencia
en el contenido de Rca no es apreciable entre los dos tipos de plantas. Sin embargo, al
analizar 5 ng y 9 ng de proteina se observa que Z,3 contiene de 2 a 4 veces mas Rca por ng
de proteina total comparado con Zy. Con estos resultados se confirmé que las plantas Z»3
superan significativamente el contenido de Rca detectado en las plantas Zo.
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Figura 45. Analisis densitométrico de la inmunodeteccion de rubisco activasa en extractos de
proteina total durante la etapa de llenado de grano de maiz en plantas mejoradas Z,3, comparada
con variedad sin mejorar Z.

Para examinar el mecanismo que siguié el mejoramiento cldsico agrondmico se analizo
la abundancia relativa del mRNA que codifica a Rca en las plantas Zo y Z2s. Esto se realizd
mediante gRT-PCR amplificando cDNA con los oligonucleétidos especificos llamados TRR.
También se amplificé un fragmento del gen Hmg como control de normalizacién, tal como
se realizé con la caracterizacion de las plantas isogénicas. Los resultados se observan en la
figura 46, en la cual se muestra que las plantas Z,3 tienen alrededor de 5 veces mas
acumulacién de mRNA de Rca que las plantas Zo. Este resultado sefala que la seleccién de
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maiz para obtener mayor rendimiento en grano, condujo también a la seleccion de maiz
modificado para mayor expresion de la proteina y del mRNA de Rubisco activasa.

1.00
660 =
Z0 Z23

muestra

Figura 46. Contenido relativo de mRNA de Rca en plantas sobreexpresantes de Rca obtenidas a
través del mejoramiento clasico agrondmico. Z,3 se obtuvo después de 23 ciclos de mejoramiento
agricola a partir de Zo. El eje vertical sefiala las veces de cambio de abundancia del mRNA entre
muestras.

O DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS DE Rca EN MAIZ MEJORADO
AGRONOMICAMENTE

Después de analizar la abundancia relativa del mRNA codificante de Rca en plantas Zo y
Z»3 se realizaron andlisis de PCR tiempo real para determinar cuantas copias de una regién
especifica del DNA codificante de Rca existen en una muestra de DNA genédmico por cada
cultivar. A diferencia de las plantas isogénicas, en las cuales se buscé el nimero de copias
del cassette usando dos pares de oligos para amplificar tanto la unidn quimérica, como una
parte de la secuencia codificante, en el caso de las plantas mejoradas agronédmicamente
solo se buscd la sefial de amplificacion para la regién codificante de Rca. Para ello también
se realizd una curva estandar con diluciones seriales del plasmido pUC57-Rca el cual
contiene la regidn codificante de Rca. Similar al analisis de las plantas isogénicas se calculd
el nimero de copias que hay en cada punto de la curva estandar (ver tabla 9). En la figura
47 se muestra un ejemplo de la curva estandar con 1000 a 0.001 pg del plasmido pUC57-
Rca. La curva se repitid cada vez que se analizaron las muestras de 50 ng de DNA gendmico
de las plantas Zo y Z>s.
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Figura 47. Curva estandar para la cuantificaciéon del nimero de copias de Rca presentes en el
genoma de las plantas Zo y Z2s.

En las figuras 48 y 49 se observan las graficas de cuantificacion de Rca en el genoma de las
plantas Zo y Z23. En ellas se muestra que no existe una diferencia significativa en la cantidad
de copias de Rca entre un cultivar y otro. Estos datos fueron normalizados respecto a la
amplificacion del gen Hmg. Si bien no existe una diferencia clara en el contenido de copias
de Rca en el DNA, la expresion del RNA y de la proteina si es completamente distinta entre
las plantas Zo y Z23. Aqui, igual que sucedid con algunas plantas isogénicas no se detectaron
cambios en la cantidad de copias de Rca pero si en la expresién de las mismas. Por ejemplo,
en el caso de la planta isogénica 1 no se encontraron mas copias de Rca respecto al control
(ver figura 40) pero si mostré mayor acumulacion de su mRNA (ver figura 38). Por otra parte,
la planta isogénica 5 registrd la mayor cantidad de proteina aun sin incrementar la expresién
de su mRNA. Aunque en esta planta se detecté una integracidn mas del cassette. La técnica
experimental usada en este trabajo no brinda mayor informacion respecto a los cambios en
la ubicacién de la integracién del gen y esta diferencia podria explicar las variaciones
observadas en la expresion de Rca entre las plantas isogénicas. Sin lugar a dudas los
mecanismos de cambios en la expresién genética son complejos y los sistemas de
mejoramiento basados en ingenieria genética dan luz sobre éstos. Con estos resultados se
demuestra que es posible emular los cambios de expresién que suceden de forma habitual
en el mejoramiento agricola de las plantas sin recurrir al uso de genes extrafios al genoma
propio de las plantas. En consecuencia, los resultados de este trabajo indican que el
mecanismo isogénico es apropiado para mejorar la expresidn genética de forma similar que
sucedio durante el mejoramiento de la expresidon del gen de Rubisco activasa en las plantas
Z1s.

78



RESULTADOS

. 16000

S 14000

2 12000

uh

8 < 10000

a >z

9 & 8000

9 3 6000

g 4000

= 2000

o |

c 0

Z0 723
muestra

Figura 48. Copias de la region codificante de Rca presentes en 50 ng de DNA de plantas mejoradas
agrondémicamente Zo y Zs3
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agronémicamente Zo y Z23
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0 Efecto de la sobreexpresion de Rca en maiz

Los resultados de esta tesis demostraron que fue posible sobreexpresar a la proteina

Rubisco activasa en plantas de maiz utilizando dos técnicas diferentes de biologia
molecular, transgénesis e isogénesis. La expresion de Rca promueve el aumento en el
rendimiento del maiz debido a que esta proteina es importante para incrementar la fijacion
del carbono especialmente durante la etapa de formacion del grano (Yin et al. 2014,
Morales et al. 1999). Si bien al transformar plantas de maiz para incrementar la expresion
de Rca se busca mejorar aspectos agrondmicos relacionados al aumento del rendimiento,
solo la sobreexpresion isogénica ofrece ventajas reales para su aplicacion debido a que dista
de los cuestionamientos sobre la inocuidad alimentaria de los desarrollos transgénicos en
plantas comestibles (Bawa y Anilakumar 2013; Gilbert 2013). Aunque el modelo transgénico
no es aplicable como método de mejoramiento para el maiz, los resultados de la
sobreexpresién transgénica en este caso arrojaron resultados positivos en cuanto al efecto
del aumento de Rca en la planta. Dichos resultados sefalaron que la sobreexpresién de Rca
favorecio el incremento de la altura en las plantas al mismo tiempo que se beneficid la
captacion de carbono a 40° C y se obtuvieron algunas plantas con dos mazorcas, lo cual
podria ser significativo en el incremento del rendimiento del grano.
Por otra parte, la aplicacion del modelo isogénico permitié realizar la primer caracterizaciéon
molecular de este tipo de plantas e indicé que usando este método se pueden incrementar
las concentraciones de la proteina y del RNA mensajero de Rca. Aunque la sobreexpresién
transgénica de Rca ya se habia probado con anterioridad (Fukayama et al. 2012), no existen
precedentes de la sobreexpresion isogénica de esta proteina, con lo cual, los datos del
ensayo isogénico aqui presentados constituyen el primer experimento de este tipo en
plantas de maiz. Sin embargo, las caracteristicas favorables del fenotipo obtenido son
preliminares ya que se necesita evaluar un mayor nimero de plantas a fin de establecer sin
lugar a dudas las ventajas de la sobreexpresion isogénica, en este caso de Rca. Al respecto,
es importante sefialar que la depuracion del fondo genético es un factor importante que se
debe considerar para la caracterizacion precisa del fenotipo. Durante estos ensayos se
analizaron, como controles de comparacién, a diferentes plantas no transformadas
sembradas a partir de semillas de la misma variedad del maiz transformado. Sin embargo,
el control ideal debe incluir también el analisis de plantas que experimentaron el
procedimiento in vitro aun sin experimentar el proceso de transformacion, ello con la
finalidad de conocer la respuesta al tratamiento in vitro asociada al genotipo utilizado.
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Respecto a la regulacion del estudio y generacion de plantas modificadas genéticamente,
en el caso particular de México, la Ley de Bioseguridad de los Organismos Genéticamente
Modificados regula la realizacién de este tipo de estudios sin diferenciar si se trata de
modificaciones transgénicas, cisgénicas, intragénicas o isogénicas, ya que todas ellas caen
en la clasificacion de métodos de biotecnologia moderna (LBOGM 2005). Por ello resulta
urgente enriquecer la investigacidn de los sistemas emergentes de modificacién de plantas
a fin de lograr una clasificacién diferencial confiable que permita sentar los precedentes de
futuras evaluaciones de riesgo para este tipo de desarrollos y con ello avanzar hacia el
objetivo del mejoramiento del maiz. En este sentido, los procedimientos para el
mejoramiento de cultivos asistidos por ingenieria genética estan evolucionado rdpidamente
y por eso en otras partes del mundo la discusion sobre las discrepancias y aplicaciones que
existen entre las nuevas tecnologias de mejoramiento agrondmico también estan
evolucionado (Hartung y Schiemann 2014). Este trabajo de tesis alienta a avanzar la
discusiéon en el mismo sentido. Los resultados expuestos contribuyen a la comparacion
entre diferentes procedimientos de mejoramiento a fin de caracterizar y establecer la valia
del mejoramiento isogénico en particular.

0 Meétodo isogénico vs Método transgénico

Cualquier tipo de transformacion de plantas requiere contar con sistemas de tecnologia
in vitro previamente establecidos. Al respecto, actualmente existen pocos trabajos de
transformacién en lineas de maiz tropical (Assem 2015). No obstante, en nuestro grupo de
investigacion se ha avanzado en probar la capacidad de proliferacién y regeneracién de
callos embriogénicos tipo Il provenientes de plantas de maiz Raza Tuxpeiio, variedad
Costefio. Esto representa una enorme ventaja para probar distintos métodos de
transformacién en maiz (Garrocho-Villegas et al. 2012).

Como se describié anteriormente, los resultados de este trabajo demostraron que fue
posible obtener plantas sobreexpresantes de Rca por los métodos transgénico e isogénico.
Ambos métodos requieren el uso de técnicas moleculares para modificar el DNA de la planta
del maiz, sin embargo, existe una diferencia sustancial entre ambas técnicas y es que el
método transgénico propicia el uso de genes de diferentes organismos mientras que el
método isogénico se fundamenta en los desarrollos cisgénicos que Unicamente permiten la
combinacion de DNA de la misma especie o entre especies relacionadas (Ryffel 2014). Sin
duda alguna el método transgénico es el procedimiento mas ampliamente usado por la
ingenieria genética (Yadav et al. 2015) pero aunque se ha aplicado en diversos sistemas
vegetales no representa la mejor opcién de mejoramiento para alimentos. Especialmente
en México, el caso del maiz transgénico ha despertado un sin nimero de discusiones de
indole social y cultural que se contraponen fuertemente a las iniciativas de mejoradores
que pretenden hacer uso de esta técnica para modificar el maiz (Alvarez-Buylla y Pyfieiro-
Nelson 2013; Dalton 2009). Este ensayo no trata de ahondar en dichos debates. La presente
tesis propone el uso de la técnica isogénica como un método viable para modificar
convenientemente la expresion de genes en el maiz. Inicialmente se probd el sistema de
transformacién transgénico porque se conoce mas acerca de este procedimiento y en
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consecuencia resulta relativamente mas facil seguir los lineamientos técnicos. Por su parte,
la transformacidn isogénica requirid probar la regeneracion de plantas transformadas
prescindiendo de los genes de seleccién quimica. Los resultados fueron positivos pues se
demostré la posibilidad de recuperar plantas transformadas. La ausencia de secuencias
transgénicas en las plantas isogénicas quedd demostrada por la ausencia de su deteccion
durante los analisis realizados por el laboratorio Nacional de referencia SENASICA (Ver
Validacion externa en capitulo Materiales y Métodos). La integracion del cassette isogénico
en el genoma de la planta es aleatoria, lo cual puede ser motivo de discusion debido a que
se podrian interrumpir las secuencias de otros genes importantes para el éptimo desarrollo
de la planta. Sin embargo, el criterio de seleccion basado en las caracteristicas fenotipicas
deseadas (incremento del vigor durante las primeras etapas de desarrollo), soslaya en gran
medida éste efecto pues se descartan a aquellas plantas que como resultado de la
transformacién generan patrones de expresion genética indeseables.

Por otra parte, aunque las cantidades de callo embriogénico usadas para cada ensayo
fueron diferentes, los resultados demostraron que ambos procedimientos son comparables
en cuanto a la eficiencia de regeneracidn. Para realizar el método transgénico se utilizaron
6g de callo embriogénico mientras que para el ensayo isogénico se partido de 3g. Como
resultado se obtuvieron 236 plantas de la transformacién transgénica y 164 de la
transformacién isogénica. Proporcionalmente, por cada gramo de callo embriogénico inicial
se regeneraron 39 plantas posiblemente transgénicas y 54 plantas potencialmente
isogénicas. La recuperacion de plantas en el ensayo isogénico se favorecié debido a que las
plantas no son sometidas al estrés que causa el agente quimico de seleccion. Sin embargo,
independientemente del método de transformacién usado, durante el periodo de
aclimatacion se registré una gran pérdida de plantas regeneradas y por ello el nimero de
plantas transformadas recuperadas no refleja la eficiencia real de la transformacion. No
obstante, Debido a que la modificacidn isogénica no requiere una etapa de seleccion, se
puede optimizar la recuperacion de plantas al disminuir el nimero de transplantes in vitro
buscando promover la individualizacién y el establecimiento de raices en etapas mas
tempranas del desarrollo de las plantulas. Esto también representa una ventaja para
disminuir el tiempo que se requiere para llevar a cabo el procedimiento de transformacién
completo. Al respecto, en nuestro grupo de investigacién se han probado diferentes
esquemas para disminuir el tiempo de recuperacion de eventos isogénicos asi como para
optimizar la etapa de aclimatacidn con resultados positivos (Garrocho-Villegas et al. 2016).
En resumen, los datos reportados sefialan que el método isogénico representa varias
ventajas sobre el método transgénico. Primero, porque al prescindir del uso de genes
extrafos al genoma del maiz esta tecnologia proporciona un producto que mantiene la
integridad de la constitucién de su DNA y segundo, porque la eficiencia del método
propuesto es comparable a los métodos de transformacidn clasica. Si bien éste constituye
un trabajo que puede ser perfectible, la aproximacion es positiva y demuestra que es
posible usar la técnica isogénica para recuperar plantas transformadas usando ingenieria
genética sin comprometer la integridad del DNA de la planta de maiz.
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0 Similitudes entre el Método isogénico y el Método agronémico

Los avances en el campo de la tecnologia del DNA recombinante, asi como en la
disponibilidad de bases de datos con genomas completos han abierto un abanico de
posibilidades para la optimizacion de los cultivos de interés agrondmico. En este trabajo se
compararon los métodos de mejoramiento transgénico, isogénico y agrondomico. Mientras
gue las plantas transgénicas cambian la composicion de su DNA, las plantas isogénicas y las
plantas mejoradas por técnicas agricolas convencionales mantienen la integridad del mismo
al prescindir de DNA heterdlogo para lograr el mejoramiento. El analisis de la expresion de
Rca sefialé que el procedimiento isogénico generd plantas que son comparables con las
plantas producidas por el mejoramiento agrondémico. A este respecto los resultados
demostraron que las plantas mejoradas convencionalmente, luego de 23 ciclos de selecciéon
agricola, aumentaron 2 veces la expresion de la proteina Rca mientras que la acumulacion
del mRNA codificante de Rca incrementé hasta 5 veces mas en relacién a sus predecesoras.
Proporcionalmente, ésto significa que la expresién de la proteina y del mRNA de Rca
aumentaron 10 a 20% por cada ciclo agricola transcurrido. Por su parte, en esta primera
generacion de plantas isogénicas se obtuvo 50% mas contenido de proteina y hasta dos
veces mas la expresiéon de su mRNA. Potencialmente, ésto significa que un aumento
sostenido de tal magnitud en la expresion de Rca, generaria los mismos resultados que el
mejoramiento agrondmico pero en menor tiempo.

Por otra parte, el analisis del DNA revelé que después de los ciclos de mejoramiento las
plantas obtenidas por métodos convencionales no mostraron diferencias en el contenido
del nimero de copias del gen Rca respecto a sus predecesoras, mientras que las plantas
isogénicas evidenciaron diferentes patrones en la integracion de la secuencia codificante de
Rca, desde una cantidad indetectable con la técnica de cuantificacién usada, hasta 1 copia
mas en tres plantas isogénicas analizadas. Aunque la curva estandar es un parametro de
referencia para calcular las inserciones tedricas que experimentd cada planta (ver
Materiales y Métodos), este método sigue siendo relativo a la cantidad de copias
detectadas en las otras plantas (plantas control) porque existen otros factores que pueden
alterar la interpretacién de los resultados, como son, la integridad y la fuente del DNA o
inclusive el peso molecular del genoma. Esto es que en los 50 ng de DNA analizados se
desconoce la proporcién de DNA nuclear, cloroplastico y mitocondrial. Es por ello que si
bien ésta es una forma para estimar el nimero de inserciones tedricas, se sugiere
complementar los resultados de PCR con un analisis mas detallado usando la técnica
Southern-blot para conocer el numero de inserciones exactas. Por otra parte, el re-arreglo
resultante del DNA después de experimentar el proceso de transformacion isogénico se
asemeja a muchos de los cambios ya descritos que han sucedido en la evolucién forzada del
maiz. A este respecto, se conoce que durante la domesticacidn y mejoramiento de este
cultivo han ocurrido re-arreglos del DNA, supresiones de secuencias o aumento de las
mismas (Shi y Lai 2015). Desde hace mas de 10000 afios el maiz ha estado sujeto a un
proceso de evolucion dirigida por los humanos, desde el mayor proceso de mejoramiento
ocurrido durante su domesticacidon en tierras Mexicanas, hasta el producto diversificado
que conocemos y aceptamos hoy como una planta de maiz (Piperno et al. 2009). Los
estudios evolutivos que se han llevado a cabo en este cultivo han sefialado que los cambios
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del DNA del maiz han sido principalmente en las secuencias regulatorias (Wang et al. 1999).
Gracias al aumento de secuenciaciones de genomas completos en variedades silvestres y
sus cultivares mejorados, asi como a los adelantos en la capacidad de analisis de estos datos,
se ha encontrado que durante la domesticacion de los cultivos se tiende a disminuir la
diversidad genética especialmente para los genes seleccionados durante los procesos de
domesticacion, diversificacion y / o mejoramiento, lo cual se conoce como cuello de botella
genético. Sin embargo, hay estudios en maiz y en soya, que han demostrado la existencia
de un proceso de expansidon génica que introduce alelos adicionales durante los métodos
de mejoramiento y adaptaciéon de los cultivos (Jiao et al. 2012; Lam et al. 2010). En estos
estudios, los autores han detectado exceso de alelos en los cultivares mejorados respecto
a sus ancestros silvestres. El aumento de secuencias no ha sido Unicamente bajo la base de
alelos preexistentes, también se han formado nuevas combinaciones que persisten y que
se han incrementado durante los procesos de domesticacidn y mejoramiento. Esto se ha
probado en estudios en los que se han detectado polimorfismos en los genomas de las
variedades mejoradas (Jiao et al. 2012; Tian et al. 2010). Los cambios en las secuencias
nucleotidicas del genoma no han sido las Unicas causas responsables de la diversificacidén
del maiz, se piensa que los cambios en la expresion genética, asi como diferentes procesos
epigenéticos también podrian jugar un papel importante durante la domesticacion vy
diversificacion del maiz (Shi y Lai 2015). En este contexto, los resultados de este trabajo
sefalan que durante el proceso de mejoramiento convencional ocurrieron principalmente
cambios en la regulacion de la expresidon genética de Rca. Es decir que se observaron
cambios en su expresion aun sin evidenciar un aumento en el numero de copias del gen.
Los procesos moleculares involucrados para la manifestacion de este fenémeno tendrian
gue estar relacionados con el proceso de seleccion agrondmica per se. En otras palabras, la
seleccion del maiz para obtener mayor rendimiento condujo a la prevalencia de secuencias
genomicas responsables de ese fenotipo en particular. Ademas del aumento en la expresion
de Rca debieron favorecerse otras configuraciones del DNA. Esto es, cambios en la
expresion de otras secuencias como por ejemplo factores que favorecieron la traduccién de
Rca o bien que incrementaron la estabilidad de su RNA mensajero. Los procesos
involucrados que dieron lugar al efecto de la sobreexpresion de Rca en las plantas
mejoradas podrian ser muchos y su caracterizacidn se sale de los objetivos de éste trabajo,
sin embargo, ésta observacion por si misma plantea otra serie de interesantes preguntas
relacionadas con el mejoramiento del maiz. Por su parte, durante el proceso de
transformacién isogénico también se observaron cambios en la expresion de Rca
directamente relacionados con los cambios del contexto genético en donde se inserté el
cassette de expresion, mas que con el numero de inserciones. Es decir, cada planta
isogénica obtenida posee caracteristicas Unicas en cuanto al numero y lugar de
integraciones del cassette. Derivado de dichas caracteristicas se observaron diferentes
patrones de expresion de Rca en cada evento de transformacidn. La influencia de los
cambios del contexto genético quedd demostrada con la observacidon de que la planta
isogénica con mayor contenido de proteina Rca no fue la misma que expresé mas mRNA
pues la diferencia entre éstas es precisamente el sitio de integracién del cassette, derivado
de la naturaleza del proceso de transformacién por biobalistica (integracion aleatoria). En
este sentido, aunque la técnica de PCR cuantitativa no brinda informacidn acerca del lugar
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de integracidon del cassette isogénico, existen estudios donde se describe que la expresion
exitosa de genes introducidos por biobalistica depende del DNA que fue transformado:
nuclear, mitocondrial o cloropldstico, asi como del locus de integracion (Finer et al. 1999).
Al respecto, actualmente existen estudios que proponen la edicién precisa del DNA para
controlar el sitio de insercidon. Sin embargo, dichos estudios se encuentran en desarrollo e
incluyen la insercidn de transgenes, por lo cual, aun no es aplicable para un enfoque
realmente cisgénico (Jia y Nian 2014). En el caso del método isogénico la insercion azarosa
no representa un problema de contaminacidn génica, por lo cual, la experimentacién con
este sistema de transformacidn se puede llevar a cabo sin riesgos ecolégicos.

Los cultivos modificados con enfoques cisgénicos han demostrado poseer las caracteristicas
necesarias para ser aceptados ampliamente como productos similares a los obtenidos por
técnicas agricolas convencionales. Asi lo sefialan las encuestas publicas realizadas para
analizar el nivel de aceptacién de los organismos cisgénicos en Europa e India (Shew et al.
2016; Delwaide et al. 2015), es por ello que los productos cisgénicos han comenzado a
generar un creciente nimero de patentes para diferentes cultivos, lo cual sefiala la urgencia
de desarrollar este tipo de estudios en México (Holme et al. 2013). En razén de lo expuesto
anteriormente y ante el panorama de demanda por maiz adaptado y/o mejorado,
consideramos que el enfoque isogénico es un proceso valioso para asistir al mejoramiento
agrondmico convencional pues ademas de la reduccién potencial del tiempo de
mejoramiento, también abre la posibilidad de extender su uso para diferentes genes con
probadas caracteristicas de mejoramiento.
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Este trabajo de investigacidn constituye el primer ensayo de una modificacion intragénica
practicada en plantas de maiz. Los resultados demostraron la posibilidad de sobreexpresar
una proteina del maiz empleando secuencias cisgénicas, es decir secuencias propias del
genoma del maiz. La estrategia usada permitié recuperar plantas intragénicas que se
denominaron isogénicas, debido a que se obtuvieron mediante un proceso de
transformacién que no requirid el uso de marcadores de seleccidn.

La transformacion isogénica propuesta se comparé con el sistema de modificacién
transgénico asi como con un método de mejoramiento agrondmico tradicional conocido
como “seleccién masal visual estratificada”. El balance de los resultados sefialé al método
isogénico como una herramienta util para asistir a los métodos de mejoramiento agricola
tradicionales, debido a la reduccién del tiempo, tierras de cultivo y trabajo de campo
necesarios.

Debido a que el procedimiento isogénico prescindi6 de marcadores o secuencias
transgénicas habitualmente usados en la ingenieria genética vegetal, las plantas obtenidas
por este medio no enfrentan los mismos cuestionamientos de bioseguridad que enfrentan
los organismos transgénicos.

El enfoque isogénico desarrollado durante esta investigacion puede extenderse a diferentes
cultivos con propodsitos de mejoramiento. Si bien aqui se demuestra la posibilidad de
realizar sobreexpresién genética, la versatilidad de combinaciones con secuencias
cisgénicas de maiz, combinadas con la introduccion fisica de DNA sin secuencias exégenas,
indica la posibilidad de usar el método isogénico para diferentes aplicaciones.
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Con los resultados generados a partir de esta tesis doctoral se publicé un articuo
cientifico original en una revista arbitrada internacional, se contribuyd en la redaccion de
un capitulo en un libro y se solicité una patente ante el Instituto Mexicano de la Propiedad
industrial IMPI. Asi mismo, las bases tedricas de este trabajo formaron parte de un articulo
de divulgacidn cientifica en la revista editada por la Academia Mexicana de Ciencias.

Solicitud de patente:

Proceso para generar derivados isogénicos de maiz con propiedades mejoradas mediante
la sobreexpresion genética. Nimero de registro: MX/a/2014/015118.

Se anexa copia de la solicitud

Articulo cientifico original:
Almeraya, E., Sanchez-de-Jiménez E., 2016. Intragenic modificatién of maize. Journal of
biotechnology, 238, pp 35-41.

Capitulo de libro:

Garrocho-Villegas, V., Almeraya, E.V., Sanchez-de-Jiménez, E.S., 2016. Maize Somatic
Embryogenesis: Agronomic Features for Improving Crop Productivity. en: Loyola-Vargas,
V.M, and Ochoa-Alejo, N. (Ed.), Somatic Embryogenesis: Fundamental Aspects and
Applications, pp. 201-211. doi:10.1007/978-3-319-33705-0

Articulo de divulgacion cientifica:
Almeraya, V.E.V., Sanchez, Q.E., 2015. Adaptaciones fotosintéticas en las plantas para
mejorar la captacién del carbono. Ciencia, 66, pp 72-79.

87



BIBLIOGRAFIA

(Para citas bibliograficas con cuatro o mas autores sélo se muestra el nombre del primer autor y la leyenda
etal)

Achenbach J., 2016. 107 Nobel laureates sign letter blasting Greenpeace over GMOs. The
Washington Post. Available at: supportprecisionagriculture.org.

Acosta R., 2009. El cultivo del maiz, su origen vy clasificacion. El maiz en Cuba. Cultivos
Tropicales, 30, pp.113-120.

Alvarez-Buylla, E. Pifieyro, N., 2013. El maiz en peligro ante los transgénicos: un analisis
integral sobre el caso de México Primera ed., Publicaciones UCCS.

Assem, S.K., 2015. Maize, Tropical (Zea mays L.). In Agrobacterium Protocols: Volume 1,
Methods in Molecular Biology, vol. 1223.

Ayala-Ochoa, A. et al, 2004. In maize, two distinct ribulose 1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase activase transcripts have different day/night patterns of
expression. Biochimie, 86, pp.439-449.

Bawa, A.S., Anilakumar, K.R., 2013. Genetically modified foods: Safety, risks and public
concerns - A review. Journal of Food Science and Technology, 50, pp.1035-1046.

Benfey P.N, Chua N., 1990. The Cauliflower Mosaic Virus 35S Promoter: Combinatorial
Regulation of Transcription in Plants. Science, 250, pp.959-966.

Benson, A.A., 2002. Following the path of carbon in photosynthesis: A personal story.
Photosynthesis Research, 73(1-3), pp.29-49.

Berry, J.0., Mure, C.M., Yerramsetty, P., 2016. Regulation of Rubisco gene expression in C4
plants. Current Opinion in Plant Biology, 31, pp.23-28.

Bowles, D., 2012. Towards increased crop productivity and quality. Current Opinion in
Biotechnology, 23, pp.202-203.

von Caemmerer, S. et al., 2005. Reductions of Rubisco activase by antisense RNA in the C4
plant Flaveria bidentis reduces Rubisco carbamylation and leaf photosynthesis. Plant
Physiology, 137, pp.747-755.

Cardi, T., 2016. Cisgenesis and genome editing: Combining concepts and efforts for a
smarter use of genetic resources in crop breeding. Plant Breeding, 135, pp.139-147.

88



BIBLIOGRAFIA

Carmo-Silva, A.E., Salvucci, M.E., 2013. The Regulatory Properties of Rubisco Activase Differ
among Species and Affect Photosynthetic Induction during Light Transitions. Plant
Physiology, 161, pp.1645-1655.

Carmo-Silva, E. et al., 2015. Optimizing Rubisco and its regulation for greater resource use
efficiency. Plant, Cell and Environment, 38, pp.1817-1832.

Chawla, R., Shakya, R.,, Rommens, C.M., 2012. Tuber-specific silencing of asparagine
synthetase-1 reduces the acrylamide-forming potential of potatoes grown in the field
without affecting tuber shape and yield. Plant Biotechnology Journal, 10, pp.913-924.

Chizzali, C. et al., 2016. Cisgenic Rvib scab-resistant apple lines show no differences in Rvié
transcription when compared with conventionally bred cultivars. Planta, 243, pp.635—
644.

Comité de Biotecnologia, coordinador Francisco Bolivar Zapata 2011. Por un uso
responsable de los organismos genéticamente modificados. Academia Mexicana de
Ciencias.

Cressey, D., 2013. Transgenics: A new breed. Nature News, 497, pp.27-29.
Dalton, R., 2009. Mexico ’ s transgenic maize under fire. Nature, 462, pp.2009-2009.

Delwaide, A.C. et al., 2015. Revisiting GMOs: Are there differences in European consumers’
acceptance and valuation for cisgenically vs transgenically bred rice? PLoS ONE, 10,
pp.1-16.

Espinoza, C. et al.,, 2013. Cisgenesis and intragenesis: New tools for improving crops.
Biological Research, 46, pp.323-331.

Fahlgren, N., Bart, R., Relldn-Alvarez, R., 2016. Plant scientists: GM technology is safe.
Science, 351, pp.824-826.

Finer, J, Finer, K, Ponappa, T., 1999. Particle bombardment mediated transformation. In V.
Hammond, J, McGarvey, P, Yusibov, ed. Current topics in microbiology and
immunology. Springer Berlin Heidelberg, pp. 60-76.

Fukayama, H. et al., 2012. Overexpression of rubisco activase decreases the photosynthetic
CO2 assimilation rate by reducing rubisco content in rice leaves. Plant Cell Physiology,
53, pp.976-986.

Gadaleta, A. et al., 2008. A transgenic durum wheat line that is free of marker genes and
expresses 1Dy10. Journal of Cereal Science, 48, pp.439-445.

89



BIBLIOGRAFIA

Garrocho-Villegas V, Jesus-Olivera M.T., Sanchez, Q.E., 2012. Maize Somatic
Embryogenesis: Recent Features to Improve Plant Regeneration. In Loyola-Vargas
V.M., Ochoa-Alejo, N., ed. Plant Cell Culture Protocols, Methods in Molecular Biology.
pp. 173-182.

Garrocho-Villegas, V, Almeraya, E, Sanchez, J, E., 2016. Maize Somatic Embryogenesis:
Agronomic Features for Improving Crop Productivity. In Loyola-Vargas V.M., Ochoa-
Alejo, N., ed. Somatic Embryogenesis: Fundamental Aspects and Applications. pp. 201-
211.

Gil, P., Green, P.J., 1996. Multiple regions of the Arabidopsis SAUR-AC1 gene control
transcript abundance: the 3’ untranslated region functions as an mRNA instability
determinant. Embo J, 15, pp.1678-1686.

Gilbert, N., 2013. A Hard Look on GM crops. Nature, 497, pp.24-26.

Gong, F. et al., 2015. Making better maize plants for sustainable grain production in a
changing climate. Frontiers in plant scienceFrontiers in plant science, 6, p.835.

Hartung, F., Schiemann, J., 2014. Precise plant breeding using new genome editing
techniques: Opportunities, safety and regulation in the EU. Plant Journal, 78, pp.742—
752.

Hasse, D., Larsson, A.M., Andersson, |., 2015. Structure of Arabidopsis thaliana Rubisco
activase. Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography, 71, pp.800—-808.

Holme, I.B. et al., 2012. Cisgenic barley with improved phytase activity. Plant Biotechnology
Journal, 10, pp.237-247.

Holme, I.B., Wendt, T., Holm, P.B., 2013. Intragenesis and cisgenesis as alternatives to
transgenic crop development. Plant Biotechnology Journal, 11, pp.395—-407.

Jacobsen, E., Schouten, H.J., 2007. Cisgenesis strongly improves introgression breeding and
induced translocation breeding of plants. Trends in Biotechnology, 25, pp.219-223.

Jia, H., Nian, W., 2014. Targeted genome editing of sweet orange using Cas9/sgRNA. PLoS
ONE, 9.

Jiao, Y. et al., 2012. Genome-wide genetic changes during modern breeding of maize.
Nature Genetics, 44, pp.812—-815.

Joshi, S.G. et al., 2011. Functional analysis and expression profiling of HcrVfl and HcrVf2 for
development of scab resistant cisgenic and intragenic apples. Plant Molecular Biology,
75, pp.579-591.

Kurek, I. et al., 2007. Enhanced Thermostability of Arabidopsis Rubisco activase improves
photosynthesis and growth rates under moderate heat stress. The Plant cell, 19,
pp.3230-3241.

90



BIBLIOGRAFIA

Lam, H.-M. et al., 2010. Resequencing of 31 wild and cultivated soybean genomes identifies
patterns of genetic diversity and selection. Nature Genetics, 42, pp.1053—-1059.

LBOGM, 2005. Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados, México.

Leakey, A.D.B. et al., 2009. Elevated CO2 effects on plant carbon, nitrogen, and water
relations: Six important lessons from FACE. Journal of Experimental Botany, 60,
pp.2859-2876.

Lucht, J.M., 2015. Public acceptance of plant biotechnology and GM crops. Viruses, 7,
pp.4254-4281.

Manimaran, P. et al., 2011. Suitability of non-lethal marker and marker-free systems for
development of transgenic crop plants: Present status and future prospects.
Biotechnology Advances, 29, pp.703-714.

Marquez-Sanchez, 2008. De las variedades criollas de maiz (Zea mays L.) a los hibridos
transgénicos. |: Recoleccién de germoplasma y variedades mejoradas. Agricultura,
sociedad y desarrollo, 5, pp.151-166.

Mate, C.J. et al., 1993. Reduction of ribulose biphosphate carboxylase activase levels in
tobacco (Nicotiana tabacum) by antisense RNA reduces ribulose biphosphate
carboxylase carbamylation and impairs photosynthesis. Plant physiology, 102,
pp.1119-28.

McKersie, B., 2015. Planning for food security in a changing climate. Journal of Experimental
Botany, 66, pp.3435-3450.

Mlalazi, B. et al., 2012. Isolation and functional characterisation of banana phytoene
synthase genes as potential cisgenes. Planta, 236, pp.1585-1598.

Molina Galan J, 1983a. Seleccién masal visual estratificada en maiz. Boletin del Colegio de
Postgraduados, Montecillo México.

Morales, A. et al., 1999. Importance of Rubisco activase in maize productivity based on mass
selection procedure. Journal of Experimental Botany, 50, pp.823—829.

Moshelion, M., Altman, A., 2015. Current challenges and future perspectives of plant and
agricultural biotechnology. Trends in Biotechnology, pp.1-6.

Nature News, 2013. GM Crops a story in numbers. Nature, 497, pp.22-23.

Nielsen, K.M., 2003. Transgenic organisms--time for conceptual diversification? Nature
biotechnology, 21, pp.227-8.

Peterhansel, C., Offermann, S., 2012. Re-engineering of carbon fixation in plants - challenges
for plant biotechnology to improve yields in a high-CO 2 world. Current Opinion in
Biotechnology, 23, pp.204—-208.

91



BIBLIOGRAFIA

Pfaffl, M.W., 2001. A new mathematical model for relative quantification in real time RT-
PCR. Nucleic Acids Research, 29, pp.2002—-2007.

Pifieyro-Nelson, A. et al., 2009. Resolution of the Mexican transgene detection controversy:
Error sources and scientific practice in commercial and ecological contexts. Molecular
Ecology, 18, pp.4145-4150.

Piperno, D.R. et al., 2009. Starch grain and phytolith evidence for early ninth millennium
B.P. maize from the Central Balsas River Valley, Mexico. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 106.

Portis, A.R. et al., 2008. Regulation of Rubisco activase and its interaction with Rubisco.
Journal of Experimental Botany, 59, pp.1597-1604.

Portis, A.R., 2003. Rubisco activase-Rubisco’s catalytic chaperone. Photosynthesis Research,
75, pp.11-27.

Pretty, J., Bharucha, Z.P., 2014. Sustainable intensification in agricultural systems. Annals of
Botany, 114, pp.1571-96.

Raven, J.A., 2013. Rubisco: Still the most abundant protein of Earth? New Phytologist, 198,
pp.1-3.

Romano, A. et al., 2003. Transgene organization in potato after particle bombardment-
mediated (co-)transformation using plasmids and gene cassettes. Transgenic Research,
12, pp.461-473.

Rommens, C.M., 2004. All-native DNA transformation: A new approach to plant genetic
engineering. Trends in Plant Science, 9, pp.457-464.

Rommens, C.M. et al., 2008. Low-acrylamide French fries and potato chips. Plant
Biotechnology Journal, 6, pp.843—853.

Ryffel, G.U., 2014. Transgene flow: facts, speculations and possible countermeasures. GM
crops & food, 5, pp.249-58.

Sage, R.F., Khoshravesh, R., 2016. Passive CO, concentration in higher plants. Current
Opinion in Plant Biology, 31, pp.58-65.

Sage, R.F., Way, D.A,, Kubien, D.S., 2008. Rubisco, Rubisco activase, and global climate
change. Journal of Experimental Botany, 59, pp.1581-1595.

Salvucci, M.E., DeRidder, B.P., Portis, A.R., 2006. Effect of activase level and isoform on the
thermotolerance of photosynthesis in Arabidopsis. Journal of Experimental Botany, 57,
pp.3793-3799.

Sanchez, J.E., Medrano, L., Martinez-Barajas, E., 1995. Rubisco activase, a possible new
member of the molecular chaperone family. Biochemistry, 34, pp.2826-2831.

92



BIBLIOGRAFIA

Sanford, J.C., Smith, F.D., Russell, J.A., 1993. Optimizing the biolistic process for different
biological applications. Methods in Enzymology, 217, pp.483-509.

Schaart, J.G. et al., 2004. Effective production of marker-free transgenic strawberry plants
using inducible site-specific recombination and a bifunctional selectable marker gene.
Plant Biotechnology Journal, 2, pp.233-240.

Schaffner, A.R., Sheen, J., 1991. Maize rbcS promoter activity depends on sequence
elements not found in dicot rbcS promoters. The Plant cell, 3, pp.997-1012.

Schneerman, M.C. et al., 2002. The Dried Corncob as a Source of DNA for PCR Analysis.
International Society for Plant Molecular Biology, 20, pp.59-65.

Schouten, H.J., Jacobsen, E., 2008. Cisgenesis and intragenesis, sisters in innovative plant
breeding. Trends in Plant Science, 13, pp.260-261.

Schouten, H.J., Krens, F.A., Jacobsen, E., 2006. Cisgenic plants are similar to traditionally
bred plants: international regulations for genetically modified organisms should be
altered to exempt cisgenesis. EMBO reports, 7, pp.750-3.

Shew, A.M. et al., 2016. Are all GMOs the same? Consumer acceptance of cisgenic rice in
India. Plant Biotechnology Journal, 14, pp.4—7.

Shi, J., Lai, J., 2015. Patterns of genomic changes with crop domestication and breeding.
Current Opinion in Plant Biology, 24, pp.47-53.

Singh, J. et al., 2014. Enhancing C3 photosynthesis: An outlook on feasible interventions for
crop improvement. Plant Biotechnology Journal, 12, pp.1217-1230.

Stewart, C.N., 2012. Plant Biotechnology and Genetics: Principles, Techniques and
Applications First edit. J. J. C. Neal Stewart, ed., John Wiley & Sons.

Stewart, C.N., 2001. The utility of green fluorescent protein in transgenic plants. Plant Cell
Reports, 20, pp.376—-382.

Stoykova, P., Stoeva-Popova, P., 2011. PMI (manA) as a nonantibiotic selectable marker
gene in plant biotechnology. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 105, pp.141-148.

Strable, J., Scanlon, M.J., 2009. Maize ( Zea mays ): A Model Organism for Basic and Applied
Research in Plant Biology. Cold Spring Harbor Protocols, 4, pp.1-9.

Thieulin-Pardo, G. et al., 2015. Fairy “tails”: flexibility and function of intrinsically disordered
extensions in the photosynthetic world. Frontiers in molecular biosciences, 2, p.23.

Tian, Z.X. et al., 2010. Artificial selection for determinate growth habit in soybean.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 107,
pp.8563—-8568.

93



BIBLIOGRAFIA

Vanblaere, T. et al., 2014. Molecular characterization of cisgenic lines of apple “Gala”
carrying the Rvi6 scab resistance gene. Plant Biotechnology Journal, 12, pp.2-9.

Vargas-Suarez, M. et al., 2004. Rubisco activase chaperone activity is regulated by a post-
translational mechanism in maize leaves. Journal of Experimental Botany, 55, pp.2533—
2539.

Viret, J., Mabrouk, Y., Bogorad, L., 1994. Transcriptional photoregulation of cell-type-
preferred expression of maize rbcS-m3: 3’and 5'sequences are involved. Proceedings
of the, 91, pp.8577-8581.

Vogel, K.E., 2009. Backcross breeding. Methods in Molecular Biology: Transgenic Maize,
526, pp.161-169.

Wang, R.L. et al., 1999. The limits of selection during maize domestication. Nature, 398,
pp.236-239.

Weeks, J.T., Ye, J., Rommens, C.M., 2008. Development of an in planta method for
transformation of alfalfa (Medicago sativa). Transgenic Research, 17, pp.587-597.

Yadav, U.P., Ayre, B.G., Bush, D.R., 2015. Transgenic approaches to altering carbon and
nitrogen partitioning in whole plants: assessing the potential to improve crop yields
and nutritional quality. Frontiers in plant science, 6, p.275.

Yamori, W., von C.S., 2011. Quantification of Rubisco Activase Content in Leaf Extracts. In
R. Carpentier, ed. Photosynthesis Research Protocols, Methods in Molecular Biology,
vol. 684. pp. 383—-391.

Yamori, W. et al.,, 2012. Rubisco activase is a key regulator of non-steady-state
photosynthesis at any leaf temperature and, to a lesser extent, of steady-state
photosynthesis at high temperature. Plant Journal, 71, pp.871-880.

Yao, Q. et al., 2006. Low copy number gene transfer and stable expression in a commercial
wheat cultivar via particle bombardment. Journal of Experimental Botany, 57,
pp.3737-3746.

Yaqoob, A. et al., 2016. Risk assessment of Bt crops on the non-target plant associated
insects and soil organisms. Journal of the science of food and agriculture.

Yin, Z. et al., 2014. Characterization of Rubisco activase genes in maize: an a-isoform gene
functions alongside a B-isoform gene. Plant physiology, 164, pp.2096-106.

94



ANEXOS

Secuencia nucleotidica del cassette isogénico (2827 bp). Las letras minusculas sefialan los
68 sitios extra, cada rengldon contiene 60 bases. (ver la seccién Disefio de construcciéon
isogénica).

t gcagt cgacgggcccgggat ccgat gacccaat gaacgt aagct t GAGCTCCCTTTAAT
CTGGCGCTAGATCTGCATCCGCGGCTTGCAAAGATAAATGCECACATTTAGTGTGITATTT
TGCAATACCTTTCATAGTAGATATCCTTAAATGCAGT TTTAGGCATGI TGGGTAATTAAA
TAACATTTTTAGGAGGAGI TTTAGATTTACCTTTCTTTCGTGATGACTGATACAGACGT G
GGGAATTCAAATGCAACTCTAGCGAAAGT TCATATATTTTTCATAAATAGCTGAGECTGG
GGTAATTATTTTTTGTAGAAAAATAGAATAGGT GGAATGGT TTGEGGAAGECGTAGECGC
TCGTGGACGACGCCCGATAAAAGACAAGAGGCGGAATTGCCATGAAT TCGAGGTAGCTAA
GTAAGGCGCATGCATATATATGCCAAAAATTCTACTGTCACTTTCCAATTTCAATGCGCT
GCCAAACAAGCCATCCTGGAAACTGACTTGAATTCAGCCCAATTCTGTAGATCCAAACAG
GGCCGECGT CAGT GCCT CAGGT GAGAGAGCAGCAGACGATGCAAAGAGCCAAAAGT GGAA
GCAGACGCAGCCGAAGCCGAAGCCCAAGCCCAAAACTGITTTGTCTTTGCCCAGAACCEC
GACGAGCCTAAACTGCCGCTTCCTCCTATCTACAAGT CCCTGECACATCACGCATAGTCC
AACCAT GGCGCGCAGGCGATAAGGCGECECCACGCEEGACCCGACAT GTGGTGGECGGACGCG
ATCAGGAT AGGGCCAGGCT GECCEEECECGECCACGEGAGAACGGT GECCACT CGT CCCA
CATCCGCTTCGI CCTGT CCTGTACT GCGT CCTGCCCCCAACGAGAGCCGGAGCCGECCAT
CCCGTCGCACACTCTCCCCCTCTATATATGCCGT CGGT GTGGGGEGAGCCTACTACAGGAC
GACCCAAGCAAGCAAGCAAGCAGCGAGTACATACATACTAGGCAGCCAGGCAGCCgaat t

ct ccaccATGGECTGCCACCTTCTCCTCCACCGT CGGAGCGCCGEECCTCCACCCCGACCAG
GAGCAGCTTCCT CGGGAAGAAGCT CAACAAGCCGCAGGT GTCCGCGGECCGTGACCTACCA
CGGCAAAAGT TCCAGCAGCAACAGCAGGT TCAAGGCGAT GGCT GCGAAGGAGGT GGACGA
GACGAAGCAGACCGACGAGGACAGGT GCGAAGGEGCCTGECCTACGACAT CTCGGACGACCA
GCAGGACATCACCAGGGGECAAGGEECCTCGTCGATAACCT CTTCCAGGECGCCTATGGEEEA
CGGCACCCACGT CECCGTGCTCAGCTCCTACGACTACAT CAGCCAGGEGCCAAAAGTCTTA
CAACTTCGACAACATGATGGATGGCTTCTACATAGCCAAAGGCT TCATGGACAAGCTCGT
CGTCCACCTCTCCAAGAACTTCATGACCCTCCCAAACATCAAGGT TCCCCTCATCCTGGG
TATCTGGCGAGGECAAAGGCCAGCGAAAAT CGTTCCAAT GCGAGCTGGT CTTCGCCAAGAT
GGGCATCACCCCCAT CATGAT GAGCGCCGECGAGCT GGAGAGCGGECAACGCCGRAGAGCC
CGCCAAGCTCAT CAGGCAGCGCTACCGT GAGGECCT CCGACCTCATCAAGAAGGEGCAAGAT
GTCCTGCCTCTTCATCAACGACCT CGACGCCGEECGCEEGT CGCAT GGGCGECACCACCCA
GTACACGGT GAACAACCAGAT GGTGAACGCCACCCT GATGAACAT CGCCGACAACCCCAC
CAACGT GCAGCT GCCGGGGAT GTACAACAAGGAGGACAACCCCCGECGI GCCCATCATCGT
CACCGGCAACGACTTCTCCACGCT CTACGCGCCGCT CATCCGCGACGECCGCATGGAGAA
GI'TCTACT GGECGCCCACCCGCGAGGACCGCATCGECGT GTGCAAGGEGCATCTTCCGCAC
CGACGGCGT CGAT GAGGAGCACGT CGT CCAGCTGGT GGACACCTTCCCTGGCCAGT CCAT
CGACTTCTTCGECGCGCT GCGT GCCAGGGT CTACGACGACGAGGT CCGACGGTGEGTGAG
CGAGACCGECGT CGAGAACAT CGCCAGGAAGCT CGT CAATTCCAAAGAGGECCCECCCAC
GT TCGAGCAGCCCAAGATAACGAT CGAGAAGCTCTTGGAGTACGGACACATGCTGGTGEC
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GGAGCAGGAGAACGT CAAGCGT GT GCAGCT TGCTGACAAGT ACCT CAACGAGGCTGCTCT
TGGT GAAGCCAACGAGGACGCCATGAAGACTGECTCCTTCTTCAAGTAG: aaggat ccTA
GACCGECECCCECCEECCECCCCCCECCEECTACCTAGCTAGCTAGCTAGT CCTGCGTGAG
CTAGTAGCTAGIGCCATGCGICGTCTCTGTCGI TCGGT TTTGCTTCGEGT CACCGTACCC
TTTGCTTCCTTGGTTTCTTCTTTCCTTTTTTCCTTTTTTTTTTCTTCTTTTCCCCGECCA
TGGTTCCTTTGCTTTCCAGCAGI TCTCTGCTGGATGT GATGTATCCATTGI TGCAAGCAT
GCATGGECCTTGCATTGECTACCT CTATACCTGCTACAAAACT ACTGCAACGCCTATATAT
ACT TGEEGT GAGGAACAT GT GAATGCAAGCT CCGGCTATCATATACATGTAATATGGATA
CAAACTATATATATAAAT CCGCCGAGGECGCCGACTAATACTATACGACGACACCGTGI TA
AGITAATATATAACTGGTGCTTTTTATTTATATATCTGICTCATCATATATATATGCTAA
TTAATGC
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