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RESUMEN.

Se indujo y se proliferé callo embriogénico de maiz mostrando las caracteristicas
tipicas de un tipo Il (Green y Rhodes, 1982). La transformacién se llevé a cabo por el
método de biobalistica en un co-bombardeo, mostrando en el ensayo histoquimico
(Jefferson et al, 1987) la expresidn del gen reportero. La concentraciéon optima elegida,
para seleccionar callos transformados de los que no lo estuvieron, correspondié a 3
mg/L de Basta® con fuentes de nitrégeno reducido. La regeneracién a plantas de
maiz se dio a los 6 meses y medio después del co-bombardeo con un total de 382
plantas por parte de las dos construcciones con el transgen de interés (pPWR-21/pUB1 vy
PGHCNS/MARS). De las 15 lineas de maiz regeneradas, a partir de callos transformados,
11 lineas mostraron la banda esperada de 1492 pares de bases correspondiendo a la
proteina G del virus de la rabia, lo que represento que un 73.33% de las plantas
analizadas, incorpord el gen de la glicoproteina del virus de rabia en su genoma

nuclear.



INTRODUCCION.

La rabia en México es fransmitida al ganado vacuno principalmente por el murciélago
Heratéfago Desmodus rofundus provocando la enfermedad conocida como rabia
paralitica bovina. Actualmente, dicha enfermedad se presenta en 23 enfidades
federativas (Dominguez, 2004). Las pérdidas econdmicas se calculan en 50 millones de

doélares anualmente (Selem y Chab, 1997).

En los Ultimos anos, se ha tratado de prevenir y controlar la rabia por el empleo de
vacunas tradicionales y recombinantes (como la VGR vy la basada en adenovirus) y
solo se han aplicado en otros paises; éstas son costosas y su manejo se hace dificil en
condiciones de campo. Por ello, se han estudiado varias plantas candidatas para
fungir como vacunas comestibles, tales como: papa jitomate, platano, lechuga,
zanahoria, alfalfa y maiz. De este Ultimo se ha demostrado la expresion de varias
proteinas como la avidina (Kusnadi et al, 1998), la proteina S del TGEV (Streatfield ef al,
2001), la proteina LB-T (Chikwamba ef al, 2002) y la proteina VSPP de soya (Grando et
al, 2005). Lo anterior indica que el maiz se ha perfilado como un sistema de produccién
de proteinas heterologas para vacunas comestibles. Por ser uno de los cultivos
utilizados como forraje para ganado vacuno, se ha seleccionado como planta

modelo para la obtencion de una vacuna comestible contra la rabia.

Lo anterior ha sido posible gracias a que el maiz ha superado la barrera de la
recalcifrancia (poca o nula capacidad de regeneracion) por medio de la obtencion
de callo embriogénico tipo II. Por las caracteristicas propias de este tipo de callo, fue
posible llevar a cabo la introduccion, integracion vy expresion de genes foradneos. Sin
embargo, el maiz a diferencia de las dicotileddneas, no es un hospedero exitoso para
albergar Agrobacterium (Morrish y Fromm, 1992). Por ello, surgié la necesidad de
transformar maiz por métodos de transferencia directa del ADN como la biobalistica.
Esta técnica permitio la infroduccién del ADN desnudo al interior de células vegetales
intactas. La biobalistica emplea la aceleracién de micropraticulas {fungsteno u oro)
cubiertas con ADN por un mecanismo de explosion (pistola de presion) o por estallido
de gas (didxido de carbono, nitfrogeno o helio) proporcionando suficiente velocidad

para penetrar la pared celular (Klein ef al, 1988q).



Con base en lo anterior, el objetivo general del presente trabajo fué obtener plantas
transgénicas de maiz a partir de callos embriogenicos co-bombardeados con el gen
de la glicoproteina del virus de la rabia, genes reportero y de seleccion. Se lleva a
cabo en tres etapas. En la primera etapa se realizd el establecimiento y mantenimiento
de cultivo de callos embriogénicos de maiz. En esta etapa se establecid como

objetivo determinar la concentracion del herbicida Basta® (glufosinato de amonio)

perjudicial para los callos embriogénicos en tres etapas: () induccion de callo
embriogénico a partir de embriones inmaduros de maiz (Zea mays L), (ll) la
proliferaciéon de callo embriogénico vy (lll} la realizacién de cinéticas de crecimiento

de callos inoculados en medio de cultivo Nép con v sin fuentes de nitrégeno reducido
en cuatro distintas concentraciones del herbicida Basta® (0, 1, 2 y 3 mg/L), registrando
el peso fresco cada tercer dia durantes tres semanas con el fin de establecer una
concentracion de sensibilidad donde afecte el crecimiento del callo embriogénico de

maiz.

En la segunda etapa se realizé la transformacion de los callos embriogénicos,
empleando la técnica de Biobalistica, con los siguientes objetivos: a) fransformar callos
embriogénicos de maiz por medio de la técnica de biobalistica con el gen de la
glicoproteina del virus de rabia (gen de interés), y los genes gus (gen reportero) y bar
(gen de seleccidén); b) realizar la expresion fransitoria por el método histoquimica de
GUS (Jefferson, 1987) a callos embriogénicos de maiz transformados y c¢) seleccionar
los callos embriogénicos transformados con la concentfracion optima del herbicida

Basta® (glufosinato de amonio) y regenerar plantas de maiz.

En la fercera etapa se tuvo como objetivo verificar la insercion del gen de la
glicoproteina del virus de rabia por medio de la técnica de PCR y evaluar, a futuro, las
plantas de maiz que expresen dicha proteina, para obtener una vacuna comestible

contra la rabia en ganado vacuno.



3) ANTECEDENTES.
3.1) GENERALIDADES DEL MAIZ.
3.1.1 Clasificacion.

El maiz es una planta herbdcea anual, la cual ha sido clasificada taxondmicamente de la

siguiente manera:

Reino Plantae
Phylum Antophyta
Clase Monocotyledones
Orden Commelinales
Familia Poaceae
Genero /ea
Especie Zea mays

(Internacional Code of Botanical Nomenclature, XV International Botanical Cogress, 1993)

3.1.2 Descripcion botdnica de la planta.

El maiz es una planta anual, herbdcea y monoica, cuya células poseen 2n cromosomas;
con un gran desarrollo vegetativo que puede alcanzar hasta los 5 m de altura (el
promedio es de 2 a 2.5 m). Muy robusta, tallo nudoso y macizo y con 15 a 30 hojas
alargadas y abrasadoras (4 a 10 cm de ancho por 35 a 50 cm de largo), de borde dspero,
finamente ciliado y algo ondulado. Desde el entrenudo inferior pueden nacer tallos
secundarios que no suelen dar espiga y en caso de darlas son abortivas (Reyes, 1990).
Posee un sistema radicular fasciculado bastante extenso formado por tres tipos de raices:
raices primarias, raices secundarias o principales y raices aéreas o adventicias (C.LA.,
1980).

El maiz posee flores masculinas y femeninas. Las flores masculinas se agrupan en una
panicula (penachos o pendones) terminal y las femeninas se relnen en varias espigas
(panojas) que nacen de las axilas de la hojas del tercio medio de la planta (Castaneda,
1990). El fruto de maiz (grano) lo describe Reyes (1980) como una caridpside formada por
la cubierta o pericarpio (6% del peso del grano), el endospermo (80%) y el embridon o

germen (14%).



3.1.3 Componentes bioquimicos del maiz.

El grano de maiz como fuente de alimento esta constituido por diferentes compuestos
como a continuacién se menciona: a) almiddn (constituido por amilasa y amilopectina
conformando un 90% en el endospermo). Es un componente energético de reserva y
como fuente principal de energia durante la germinacion (Hamarker et al, 2002); b)
proteina (como Zeinas —a, B, v, - y no zeinas, conforman un 90% y 10% respectivamente
de proteinas en el endospermo). Funcionan como proteinas de almacenamiento
principalmente, en el caso de las Zeinas; las no zeinas participan en diversas funciones a
nivel de pared celular y citoplasma (Hamarker et al, 2002); c) lipidos (mono, di vy
triglicéridos, dcido linoleico y oleico, fosfolipidos y esteroles conformando del 3.5 al 5% en
grano). Fungen como fuente energética secundaria (Hamarker et al, 2002) y d)
componentes menores (como fitato, yodo, zinc, hierro, vitamina E, piridoxina y niacing; el
fitato conforma el 90% del escutelo mientras que los restantes se presentan en trazas).

Intervienen en varios procesos metabdlicos (Voet y Voet, 2001; Harmarker et al, 2002).

3.1.4 Distribucion.

El maiz debido a su distribucidn, a modo general, es clasificado en dos tipos distintos: el
cultivado en ambientes calidos conocido como maiz tropical y el que se cultiva en climas
mas frios llamado maiz de zona templado. El maiz tropical es a su vez, es clasificado en
fres subclases: de tierras bajas, de media altitud y de zonas altas (www.fao.org). La
clasificaciéon de los tipos de maiz basada en el ambiente ha sido descripta en detalle por
Dowswell et al (1996).

En México, la gran diversidad de ambientes ha traido como consecuencia la diversidad
de tipos, razas y variedades de maiz adaptados prdcticamente a todas las condiciones
gue se puedan presentar en el pais. Debido a esto, se puede encontrar maiz cultivado
desde las costas de ambos océanos hasta mas de 3000 metros sobre el nivel del mar, con
temperaturas medias mensuales, durante su ciclo vegetativo, de 28°C en las zonas mas

calidas y de 12°C o menos en las zonas frias (C.I.A., 1980).

Reyes (1990) senala que las razas de maiz, las cuales son ampliamente comerciales,
rendidoras de grano y forrgje, y que han intervenido de manera notable en los programas
nacionales de desarrollo son: a) raza Vandeno, se cultiva en la tierra caliente de la costa

del Pacifico Sur; b) raza Tuxpeno, se cultiva en las tierras bajas de la costa del golfo de



México; c) raza Tabloncillo, solamente se cultiva en Jalisco y Nayarit y d) raza Celaya, se

cultiva en la zona del Bajio.

3.1.5 Produccidén de maiz.

La producciéon mundial de maiz en 2005 se incrementd en 5 millones de toneladas, para
situarse en 677 millones de toneladas en el caso de Estados Unidos; también se
aumentaron las estimaciones para la Unién Europea. En tanto al consumo mundial, éste se
incrementdé en 2 millones de toneladas mds que el ano anterior, es decir, a 672 millones de
toneladas. Respecto al comercio mundial de maiz para el periodo 2006 se estima en 76.7
millones de toneladas mensuales, lo que significard un descenso de 0.3 millones de

foneladas.

(www.igc.org.uk/gmr/gmrsumms.htm).

En el caso de México, la produccion de maiz fue de 22 millones de toneladas lo que
representd el 3.1% de la produccién a nivel mundial en el periodo del 2005, siendo los
estados de Jalisco, Estado de México, Guanajuato, Sinaloa y Oaxaca los principales
productores. Sin embargo, el consumo de este grano, a nivel nacional, fue de 27.4
millones de toneladas lo que significd un déficit pese a las politicas y programas

agropecuarios.

(www siap.sagarpa.gob.mx).

3.1.6 Importancia cultural del maiz en México.

Es seguro que ninguna planta tuvo para los indigenas precolombinos una importancia
igual a la del maiz, importancia que sigue vigente hoy dia. El maiz nutri¢ los origenes de las
grandes civilizaciones de este pais y lo sigue haciendo. Referirse a la importancia cultural
del maiz es mencionar la comunidén indisoluble entre la planta y el hombre.

(www.udlap.mx/palou/discurso.htm).

Como es sabido, México es centro de origen del maiz y su riqueza de razas y variedades
es el producto de generaciones que han logrado obtenerlas y preservarlas; pero el maiz
no sélo es el grano que ha alimentado, alimenta y alimentard al mexicano, sino que
también posee una significacion cultural y religiosa, pues el maiz es todavia parte de las

creencias religiosas y rituales de los mexicanos. No es de exfranarse que cada cultura



nacida en este pais tenga representado al maiz como una deidad vy se le atribuyan a esta

planta una serie de leyendas y mitos.

Pese a la influencia cultural externa, el maiz sigue siendo el grano sostén de este pais y
seguird siendo un factor de identidad inalienable porque posee no sélo el poder cultura-
tradicién, como se menciond anteriormente, sino también el nutritivo. Todo esto se puede

resumir en la vieja sentencia de que sin maiz no hay pais.

(www.correodelmaestro.com/anteriores/1999/noviembre42/artistas42.htm).



3.2) EMBRIOGENESIS SOMATICA EN MAIZ.

3.2.1 Factores que intervienen en la Embriogénesis Somatica de Maiz.

a) Medio de Cultivo.

El medio de cultivo es un factor importante para la induccién de callo embriogénico;
aunque diferentes formulaciones de medio pueden sostener el crecimiento de callo,
dos medios son los mds empleados: MS (Murashige & Skoog, 1996) y Né (Chu et al,
1975). Green (1982) obtuvo callo embriogénico de maiz de la linea A188, tanto en
medio MS como Né, logrando mantenerlo hasta la etapa de regeneracién empleando

ambos medios.

Hodges ef al (1986) senalan que el medio Né debe jugar un papel crucial en la
expresion de genes que, probablemente, participan no solo en la embriogenesis, sino
también en la regeneracién, pues la diferencia principal entre el medio MS y éste
radica en el contenido de nitrégeno. El MS posee 20.6 mM de NH4 y 39.4 mM de NO3
mientras que el N6 contiene 7 mM de NH4 y 28 mM de NO3 ademds 20 mM de L-
prolina. El indice de relacion entre NO3 y NH4 es de 1.9 y 4 para MS y Né
respectivamente. Este grupo enfatiza e hecho de que el nitrégeno es importante para

la embriogenesis somdtica y la regeneracion.

Wilkinson y Thompson (1986) comprobaron el efecto del medio de cultivo y el
genotipo, asi como el medio x genotipo en el establecimiento de callo embriogénico
de maiz. Probaron diferentes lineas mejoradas en medio MS, Né y D (propuesto por
Duncan et al, 1985). Por medio de un andlisis estadistico concluyeron que la formacioén
de callo embriogénico y la regeneracion a plantas depende tanto de la influencia del
genotipo como el medio de culfivo. Estos resultados se pueden considerar un ejemplo
de la interaccién entre el ambiente y el genotipo. Numéricamente, 33 de los 37
genotipos (o sea el 88%) formaron callo embriogénico en alguno de los tres medio y 18

lo formaron con una frecuencia mayor al 50%.

Armstrong y Green (1985) realizaron un estudio sobre el efecto de la L-prolina en la
embriogenesis somdatica en maiz. Emplearon embriones en diferentes etapas de

desarrollo en medio MS y Né en diferentes concentraciones de L-prolina (de 0 a 9 mM)



y de este aminodcido en combinacion con la glutamina (de 0 a 25 mM). Estos autores
confirmaron con datos estadisticos, que la L-prolina en combinacién con las sales Né
incrementd la formacién de embriones en el callo embriogénico en una relacion
directamente proporcional, es decir, a mayor concentracién de L-prolina mayor
numero de embriones. Con respecto a la relacidén entre L-prolina y glutamina, se
demostrdé que este segundo aminodcido también incrementa de manera significativa

la formacién de embriones siendo la concentracidon mds éptima de 25 mM.

Varios investigadores han demostrado el efecto del AgNO3 en el caso de la
produccién de callo tipo Il y la promocidén de la regeneracién. Se ha demostrado que
el AgNO3 afecta la accidon del etileno por competir con los sitios de unién
promoviendo de esta manera el aumento en el callo tipo Il y la regeneracion.
Ademds, se ha observado que afecta algunos genotipos en combinaciéon con la
auxina sintética del 2,4-D (Vain et al, 1989; Songstag et al, 1991, 1992).

b) Reguladores de crecimiento.

En 1982, Green y Rhodes obtuvieron un nuevo tipo de cultivo en maiz distinguiéndose
de ofros por su friabilidad, répido crecimiento y capacidad para regenerar plantas por
medio de la embriogenesis somdatica. Dichos cultivos se iniciaron directamente del
escutelo como sectores especificos produciéndose en medio MS o Né con la auxina

2,4-D en una concentracion de 0.5-1 mg/L.

Autores como Lu et al (1983) también han realizado estudios con la embriogénesis
somdtica en maices hibridos empleando diferentes concentraciones de la auxina 2,4-
D (0.25-2 mg/L). Estos autores obtuvieron resultados satisfactorios como: un porcentaje
alto en la produccién de callo, formaciéon de embriones y la regeneracién de éstos a

plantas.

Carvalho et al (1997) probaron maices daptados en zonas tropicales para producir
callo tipo Il y regenerar plantas tomando en cuenta el efecto sinérgico entre DICAMBA
y el AgNO3. Obtuvieron morfotipos de callos: uno de ellos suave, friable y embebido en
mucilago con muchos embriones somdaticos presentdndose en pocos genotipos. El otro
morfotipo se presento mas friable, no mucilaginoso con pocos embriones somdaticos;

ambos tipos se consideraron como del tipo Il bajo el argumento de ser variaciones de



callo debido a las diferencias en su etapa de desarrollo. La produccion de callo tipo |
se incremento significativamente cuando la concentracién de DICAMBA cambié de
15 uM a 30 uM y con la adicién de AgNO3 en el medio. Un efecto sinérgico entre
AgNO3 y DICAMBA (30 uM) se observd, lo que permitid la produccion adicional de
callo tipo II. El alto porcentaje de plantas regeneradas y el nUmero de éstas por gramo

de callo en cada linea mejorada, también se observé en esta combinacion.

c) Explante y estado fisioldgico.

Wilkinson y Thompson (1986) concluyeron que el explante (embridn inmaduro)
respondid a la obtencién de callo, sin embargo la regeneracién a plantas fue pobre,
pues cabe aclarar que solo el 16% del callo produjo plantas. Los autores enfatizaron
que las condiciones del ambiente influyeron en la planta donadora haciéndose
presentes en la produccién del callo asi como en las frecuencias de regeneracion
pues dichas plantas crecieron en un verano seco y caliente lo que pudo afectar la

produccién del callo.

Autores como Lu et al (1983) indican que factores como el estado fisioldgico vy el
desarrollo del embridn son aspectos clave en la embriogenesis somdtica, pues
embriones obtenidos de culfivares que crecieron bajo diferentes condiciones

ambientales dieron diferentes respuestas.

Para Armstrong y Green (1985), la etapa de desarrollo del tejido donante constituye un
factor importante en la iniciacién del cultivo de tejidos regenerables, pues los
embriones inmaduros son menos propensos a perder su capacidad para iniciar callos

gue los embriones en etapas mds maduras.

Close y Ludeman (1987) emplearon como explante embriones inmaduros de varias
lineas mejoradas crecidas en condiciones de invernadero. En el tejido embriogénico,
en presencia de reguladores de crecimiento (auxinas), observaron masas hinchadas
derivadas del escutelo con el surgimiento de numerosos embriones somdaticos; estas

estructuras se encontraban fusionadas en la mayoria de los casos.

Zhong et al (1992) propusieron como explante alternativo las puntas de los primordios

de las pldntulas de maiz para la obtencién de primordios adventicios y embriones
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somdticos. De las puntas de los primordios formaron grupos multiples en todas las
diferentes concentraciones del regulador de crecimiento. Obtuvieron la formacién de
20-25 brotes por cada explante inicial y al término del subcultivo, cada primordio de

plantula produjo 500 dpices.

Huang et al (2004), desarrollaron un sistema eficiente para regeneracién de plantas a
partir de embriones inmaduros. Con este sistema obtuvieron una frecuencia de
induccién de callo primario desde un 28.5% hasta un 97.6% dependiendo de las
concentraciones de 2,4-D, pues los indices de induccion de callo fueron relativamente
minimos a bajas concentraciones del regulador de crecimiento. La concentracion de
2 mg/L de 2,4-D y 0.2 mg/L de BA fue la mds efectiva con la mds alta frecuencia de

formaciéon del callo embriogénico y regeneracion adecuada.

d) Genoftipo.

Green (1975, 1982) seiald que los genotipos A188, WF9 y ND203 fueron los mds
efectivos en el proceso completo desde la induccion del callo hasta la obtencién de

plantas a diferencias de los otros genotipos W23 y AG32 que también empled.

Lu et al (1983) enfatizaron que el genotipo es considerado un factor importante en
determinar la respuesta in vitro pues en su investigacidon demuestran que de los 11

cultivares que emplearon, todos dieron respuestas optimas.

Hodges et al (1986) emplearon siete diferentes tipos de maices mejorados cruzdndolos
con la variedad A188. Obtuvieron que en la mayoria de las lineas mejoradas, el
porcentaje de embriones que produjeron plantas fue similar al porcentaje de
embriones que produjeron callo. Ademds, de las 25 lineas mejoradas 21 produjeron
plantas en baja cantidad como ofras en alta eficiencia. De las cruzas con Al188,
algunas fueron eficientes en la formacién de callo asi como la regeneracion. Con esos
resultados, concluyeron que el genotipo es importante en la regeneracién de, pues
senalan que la regeneracion se incrementd cuando las lineas mejoradas se cruzaron

con el genotipo A188.

Tomes y Smith (1985) emplearon las lineas mejoradas B73, 639, 650, B76, 635y A188. Se

presento una diferencia entre el genotipo A188 (con mayor respuesta) y B73 (con
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menor respuesta) muestreada en cuatro diferentes tiempos. Todas las lineas mejoradas
produjeron embriones inmaduros con respuesta embriogenética después de 14 dias
de cultivo. La linea mejorada 635 vy el hibrido (entre 635 y B73) produjeron callo tipo Il al
igual que la linea A188 por su parte, la linea 639 presento una respuesta infermedia y la

B76 solo produjo callo no embriogénico.

Guerrero-Andrade (1998) empled una raza de maiz mexicano, el Tuxpeno para la
transformacién genética, comprobando la alta capacidad embriogénica, al inducir y
proliferar callo tipo Il; dicho callo mostrd las caracteristicas propias descritas por Green
(1982) obteniendo la produccion de brotes y raices. Este trabajo demuestra que no
sélo las variedades mejoradas tienen capacidad embriogénica pues algunas razas de

origen mexicano también lo poseen.

e) Agentes osmoticos.

Lu et al (1983) ensayaron diferentes concentraciones de sacarosa (3%, 6% y 12%) en
maices hibridos. Los autores resaltan la importancia de la sacarosa en la induccion del
callo, pues al aumentarse la concentracién de ésta (12%) incremento la formacién de
callo embriogénico a diferencia del regulador de crecimiento que no influyo
demasiado. La formacidon de callo se dio en el escutelo y la coleorriza como una

agrupacion tisular blanca y opaca.

Para el grupo de Hodges (1986), la concentracién mas alta de sacarosa influyd en
ambos medios que emplearon (MS y Né) induciendo un aumento en la formacién de

callo embriogénico.

Close y Ludeman (1987) probaron el factor osmdtico en varias lineas mejoradas de
maiz. En la mayoria de los genotipos la obtencion para la mdxima frecuencia en la

embriogenesis somdtica se dio con un porcentaje de 9 al 12% de sacarosa.

Emons y Kieft (1995) probaron manitol al 3% en la obtencidn de callo embriogénico de
maiz (genotipo 4C1). El callo sin el 3% de manitol logro proliferar pero perdid su
capacidad para regenerar brotes después de 6 meses y dicha capacidad se
recuperd cuando se subcultivo en medio con manitol. Para el caso de este genotipo,

en particular, el manitol es crucial para su posterior regeneracién.
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f) Incubacion.

Pese a que no hay demasiados trabajos que explicitamente se refieran a este tépico
como tal, se tiene que considerar que la incubacidon es otro factor que interviene en la
embriogenesis somdtica del maiz. Para condiciones in vitro, se debe mantener una
temperatura de 25-28 + °C bajo una intensidad luminica controlada (1.5 W/m?) en un

fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad (Lu ef al, 1983).

3.2.2) Genes presentes en la embriogénesis somatica de maiz.

Pese a que los mecanismos genéticos y bioguimicos de la embriogénesis somdatica en
maiz son poco conocidos, se ha logrado identificar ciertos genes que intervienen en

este proceso.

Cuadro 1. Genes presentes en la embriogenesis somdatica de maiz.

Nombre del Familia Sistema expresado/Localizacién Referencia

| gen

IMmMADS] MADS box de | -Callo de maiz tipo II: células centrales | Heur et al, 2001
maiz y periféricas 'y en estructuras

globulares en desarrollo.
-Embridn somdtico: eje embrionario vy
capas celulares externas.

ImMADS3 -Mismo patrén que el anterior pero en
menor intensidad.
ImSERK1 RKLs -Callo tipo II: expresidn mds intensa. Baudino et al, 2001

-Callo tipo I: expresidn variable.
-Embridn somdtico: nula expresion.

ImSERK2 -Callo tipo I y Il asi como en embrién
somdtico. La expresion es uniforme.

Kn1 Homeobox -Callo embriogénico: expresion nula. Zhang et al, 2002
-Etapa globular: en el interior del
embrién.

-Etapa escutelar:  en  meristemo
temprano del embridn.

-Etapa coleoptilar: en meristemo del
primordio.

ImLECI] LECI -En células tfempranamente
embriogénicas y callo tipo Il.

-Etapa globular: en el embridn
propiamente.

-Etapa  escutelar y  coleoptilar:
expresion débil.
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3.3) TIPOS DE CALLOS EN MAIZ.

El callo embriogénico de maiz ha sido clasificado como tipo | y tipo Il. El termino tipo | ha
sido usado para describir un callo compacto, nodular y embriogénico el cual, prolifera
como una mezcla de tejido complejo exhibiendo estructuras escutelares que generan
embriones somdaticos. Este callo es blanco y 6épaco, dicha apariencia se debe al

contenido de almiddn (Emons y Kieft, 1995).

Del callo fipo | se pueden regenerar plantas pero, a diferencia del tipo I, no puede
mantener la capacidad regenerativa por un ano de tal manera que no puede ser
propagado por un periodo de tiempo largo. La regeneraciéon de plantas a partir de este
tipo de callo se da por la germinacion del embridon (Emons y Kieft, 1995). Este callo se
obtiene de manera relativamente fdcil a partir de embriones inmaduros y/o brotes (Fransz
y Schel, 1990, 1991).

El callo tipo Il es friable, embriogénico, de crecimiento rdpido con la presencia de
numerosos embriones somdaticos globulares (cuyo desarrollo es muy similar al cigdtico)
adheridos al callo por medio del suspensor; de color blanco amarillento, como fue
observado por Green y Rhodes (1982), mantiene su capacidad tanto embriogénica como
regenerativa por periodos largos. El callo tipo Il se inicia directamente del escutelo; el callo
puede proliferar en toda la superficie del escutelo o bien, en otras ocasiones, Unicamente

en pequenos sectores (Emons y Kieft, 1993, 1995).

Desaforfunadamente, el callo tipo Il tiende a ser iniciado en una baja frecuencia a
diferencia del callo tipo I, y sélo se ha obtenido la induccidén en ciertos genotipos. La
regeneracion de este callo suave y de rdpido crecimiento es por via de embriones
somdaticos nacidos en estructuras conocidas como suspensores (Green, 1983). Se ha
observado, en general, que los genotipos de zonas templadas son aptos para regenerar
plantas de manera mds fdcil que los genotipos tropicales, pues son pocos los que han
logrado producir callo tipo Il y la subsiguiente regeneracién a plantas (Prioli y Silva, 1989;

Bohorova et al, 1995).
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3.4) TRANSFORMACION GENETICA.

La ingenieria genética de plantas no Unicamente acelera el proceso de fitomejoramiento
tradicional, sino que también permite la introduccion de nuevos genes superando las
barreras de la incompatibilidad sexual por la entrada de genes especificos al interior de
células vegetales usando diferentes métodos de transformacién. Por ello, es necesario
considerar los factores que se han incluido en la transformacion tanto de especies

monocotileddneas como dicotileddneas (Vasil, 1994).

3.4.1 Promotores.

Un promotor es una secuencia especifica de ADN que, como su nombre lo indica,
promueve y controla la trascripcion de un gen de interés (Lopez-Meyer et al, 2000). Los

promotores se clasifican en tres tipos como se muestra en el siguiente cuadro.

Cuadro 2. Tipos de promotores.

Promotor Expresion Ejemplos Referencia

Constitutivo En cudlquier drgano de la | CaMV 355 y Ubiquitina | Vain et  dal,

planta: hojas, tallos, raices, | de maiz 1995
etc.
Especifico En sitios particulares | De la Zeina de maiz, | Vain et al

(especificos) de la planta | FBPasa (cloroplasto) y | 1995

como fruto o semilla. rab del arroz.

Inducible Actian bajo ciertas | a-amilasa regulado por | Christou, 1995
condiciones ambientales y por | ABA
factores fisiolégicos de la

planta.

3.4.2 Genes reporteros.

La expresidon de genes reporteros puede ser demostrada dentro de las 24-48 horas
después de la transferencia de genes por medio de ensayos de expresion transitoria

(Fromm et al, 1990).
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Los siguientes cuatro genes han sido usados, comUnmente, para los ensayos de expresiéon
transitoria en cereadles: ajla mayoria de los primeros trabajos se basaron en el uso del gen
cloramfenicol acetiltransferasa (caf) que involucra radioactividad (Morrish ef al, 1993); b)
el gen de la B-glucoronidasa (gus) codificado por el locus uidA de E. coli que permite ser
evaluado por métodos histoquimicas y en ensayos fluorometricos (Rusell et al, 1992). Este
gen es uno de los mas ampliamente usados en la tfransformacion a pesar de que el
ensayo de GUS es de naturaleza destructiva (Morrish y Fromm, 1992); c) el gen de la
luciferasa (luc) de la luciémaga (Photymus pyralis) que provee quizds el ensayo mas
sensitivo para medir la actividad de un gen reportero (Fromm, 1990); d) el gen de la
proteina verde fluorescente (gfp) que también ofrece una sensibilidad aungque no como
el gen anterior y e) el gen R de maiz que regula la biosintesis de la antocianina (Klein ef al,

1993).

3.4.3 Genes de seleccion.

Uno de los aspectos mdas dificiles en la transformacion de plantas es la seleccion y
crecimiento preferencial de las ceélulas que confienen no solamente los genes

infroducidos en el ADN nuclear, sino también la expresion de éstos.

La mayoria de las estrategias para la seleccion de células transformadas esta basada en
la inhibicidn del crecimiento de células no fransformadas o de tipo silvestre sin afectar
significativamente a las que si estan transformadas; es decir, se hace uso de un sistema de
seleccion positiva, de ahi que la eleccidén de un correcto gen de seleccién sea critico

para un sistema eficiente de transformacion genética (Klein et al, 1993; Vasil, 1993, 1994).

Dos criterios importantes que se consideran en un buen gen de seleccion incluye: a)
seleccion limpia y b) no tener efectos adversos en la regeneracion vy fertilidad de las
plantas (Vain et al, 1995). La combinacion de un buen promotor con un gen de seleccion
resulta en un sistema de transformacion eficiente en cereales (Rusell et al, 1992).
Generadlmente, los genes de seleccion se dividen en dos grupos como se observa en el

cuadro 3.
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Cuadro 3. Principales genes de seleccidén.

Gen Resistencia a: Procedencia Accidn Usado en:
eps, nptl, | Antibidtico Bacterial Permite a las Dicotiledéneacs.
hph (kanamicing, células metabolizar

neomicing, el agente selectivo.

higromicina, etfc).

bar, pat Herbicida Streptomyces Desintoxificante al Monocotiledéneas.
(fosfinotricing, higroscopicus | herbicida. Evita la
glufosinato de acumulacion de
amonio) amonio perjudicial

en la célula.

Fuentes: Rusell ef al, 1992; Vasil, 1994 y Christou, 1995.

3.4.4 Expresion transitoria.

Los ensayos de expresion transitoria son usados como un méetodo rdapido para demostrar la
expresion del gen reportero, con resultados obtenidos entre 1-2 dias después de Ia
infroduccion del gen. Estos ensayos son una herramienta Util para probar la eficiencia de
los diferentes promotores, pues en dichos ensayos, la mayoria del ADN transferido
aparece por estar libre en el nicleo a diferencia de una transformacion estable donde el
ADN se encuentra integrado al cromosoma. La combinacion entre acorfamiento de
fiempo vy la alta expresidn ha hecho Util al ensayo de expresion transitoria en la

transformacién de cereales (Fromm et al, 1990).

3.4.5 Técnicas de transformacidn.

Las gramineas no son rutinariamente susceptibles para la transferencia de genes usando
Agrobacterium, ya que no es un vector natural, pero su potencial agronémico de las
gramineas fue probablemente el principal incentivo para lograr la transformacion
genética (Morrish y Fromm, 1992). Varias tecnologias se han usado para la intfroduccién de
ADN exdgeno en especies monocotiledéoneas (cuadro 4) con el fin de obtener plantas

transformadas y regeneradas.
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Cuadro 4. Métodos de transformaciéon genética empleados en maiz.

Método Descripcién Ventajas Desventajas

Micro inyeccion Inyeccion de ADN | -No es costoso. -No es un método
desnudo a células | -No requiere personal confiable.
vegetales con un | altamente -No se obtuvo Ia
dispositivo similar a wuna | capacitado. repetibilidad de
jeringa. -Rapidez. resultados.

Electroporacion Intfroduccién de material | -No es un método | -Poco sencillo para la
genético a ftrabes de | caro. obtencion de
"perforaciones” en | -Proceso rapido. protoplastos.
protoplastos. Las | -No requiere de un | -Limitacién de uso solo
perforaciones se redlizan | equipo elaborado. en profoplastos.

por medios mecdnicos | -Se puede regenerar | -Poca versatilidad.
(choque eléctrico) o | plantas.

enzimdaticos (PEG).

Silicon Carbabide Mezcla de células (en | -No es un método -Es un método
suspension) en medio de | caro. impreciso.
cultivo con fibras de silicédn | -No se requiere -Variables poco

carbabide vy ADN en | personal capacitado. controladas.

constante agitacion. -Proceso rapido y -Poco confiables los
sencillo. resultados.
Agrobacterium Se aprovecha la | -Ofrece mayor -Costoso.
tumefaciens capacidad natural de | estabilidad de los -Se requiere de
infeccion de esta | genes insertados. personal calificado.
bacteria. El gen de interés | -Relativamente un -Los cereales no son
se liga al plasmido T-ADN | proceso rapido y del fodo susceptibles a
permitiendo la inserciéon | sencillo. la agro infeccion.

en el genoma de la célula

huésped.

Fuentes: Rusell et al, 1992; Morrish vy Fromm, 1992; Klein et al, 1993 ; Christou, 1995 v Frame et al, 1994

La transformacion genética de las especies cerealeras fue esencialmente llevada a cabo
por la transferencia directa del ADN (es decir, la infroduccidn, integracion y expresion de
genes extranos) al interior de protoplastos o células intactas cultivadas in vitro por
tfratamiento de polietilenglicol y electroporacion. Estos métodos presentaron desventajas
que los hicieron poco practico; de la necesidad de tener un método mas optimo es que

surge la biobalistica (Klein et al, 1993; Christou, 1995).
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Esta tecnologia (bicbkalistica= biologia + balistica) fue concebida por Jonh Sanford en
1984. Esta técnica permite la infroduccién de ADN desnudo (biolégicamente activo) al
interior de células vegetales intactas. Esto involucra la aceleracidn de microparticulas
cubiertas de ADN (tungsteno u oro) por un mecanismo de explosion (pistola de presion) o
por estdllido de gas (didxide de carbono, nitrégenc o helio] dando la suficiente
aceleracién para penetrar la pared celular; esto constituye el fundamento esencial de la
bicbdlistica o bombardeo con microparticulas como también se le conoce (Klein et al,

1988q).

A partir de |la primera publicaciéon redlizada con bombardeo de particulas, la mayoria de
los principales cultivos, incluyendo las leguminosas y cereales recalcitrantes, pueden ser
ahora transformados eficientemente. La biobalistica revoluciond la ingenieria genética de
las especies monocotileddneas, permitiende que la transformacidon pueda ser mdas
independiente de requerimientos estrictos de cultivo in vifro e incluso, en ciertas
situaciones, de la variedad. Hoy en dia por lo menos, un genotipo de cada una de las
especies principales de cereadles pueden ser genéticamente transformadas (Klein et al,

1988b; Rusell et al, 1992).

Un numero de variables criticas han sido identificadas en el bombardeo de particulas que
necesitan ser cuidadosamente consideradas en los ensayos de transformacion por este
metodo; estos criterios se refieren especificamente a los siguientes pardmetros que se
deben tener en cuenta: a) naturaleza, material y forma del proyectil, b) concentracion de
los proyectiles, ¢ concentracién y adherencia del ADN a los proyectiles, d) velocidad del
proyectil, e) vacio, f) aceleracidn y g) distancia (Klein et al, 1988a; Morrish y Fromm, 1992;
Vasil, 1994; Christou, 1995; Vain et al, 1995 y Southgate et al, 1995).
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3.5) TRANSFORMACION EN MAIZ POR BIOBALISTICA.

Los primeros trabajos de transformacion en maiz que emplearon el bombardeo de micro
particulas tuvieron el objetivo de establecer las condiciones mds apropiadas para obtener

plantas regeneradas, fértiles y de fenotipo normal como a continuacién se expondrd.

Klein et al (1988a) mencionan la obtencion de niveles inducidos de la actividad CAT de
20-200 veces mayor comparade con el control en células de maiz de la variedad BMS
(Black Mexican Sweet); siendo detectable dicha expresidn 24 horas después del
bombardeo permaneciendo aun 26 horas después de la incubacidon. El efecto de
didmetro del proyectil de 1.2 um produjo niveles significativos de CAT. Los autores sefialan
que factores como: la distancia del disparador al tejido blanco, la velocidad a la que
impactan las microparticulas, el grado de vacio en la cdmara, el tamano y forma de las
microparticulas v el protocolo de adsorcidn del ADN constituyen variables que pueden ser

optimizables.

Fromm et al (1990) bombardearon células embriogénicas de maiz con el gen bar, ptt y
gus y seleccionaron los callos con 0.05 mg/L de PTI. Por medio de la técnica de PCR
confirmaron la presencia del fragmento esperado de 490 pb correspondiente a gus y con
una hibridaciéon del promotor CaMV 35S se reconfirmé la identidad de la banda. La
expresion positiva de gus se dio en 45 de las 45 plantas andlizadas para la hikridaciéon. En

la generacion R1 se obtuvo un 45% de la expresion del gen esperado.

Gordon-Kam et al (1990) transformaron dos lineas de maiz por biocbalistica, la SC82 y SC716
con el gen pat, bar y gus. Por medio de la actividad de GUS se detecto un total de 1000
focos azules a 48 horas después del bombardeo. De las lineas celulares de SC716, con los
genes paf+gus, obtuvieron 21 callos resistentes al agente de seleccidn (1 mg/L de bialafos)
expresando todas el gen pat; frece de esos callos contenian copias intactas del gen.
Seleccionaron 19 cadllos resistentes al bidlafos de la linea celular SC82; diecisiete
hibridizaron con la sonda de gus presentando el fragmento esperado de 2.1 kb.

Regeneraron un total de 76 plantas de la linea SC82.

Oftros investigadores teniendo como base los trabajos que les han precedido, se han

interesado por estudiar factores que contribuyan a estabilizar la transformacidon del maiz.
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Vain et al (1993) describieron el efecto de un tratamiento osmédtico en la expresién
transitoria y fransformacién estable en células de maiz de callos embriogénicos tipo Il con
manitol y sorbitol. Con el pre y post tratamiento en las células embriogénicas de maiz
lograron aumentar la expresién transitoria de gus en 2.7 veces, es decir, con un promedio
de 9000 focos azules en 100 pl de PVC (volumen de paquete celular). La concentracion
mds adecuada que mds focos azules dio fue en 0.4 y 0.6 M tanto de manitol como sorbitol.
La influencia del fratamiento osmotico en la transformacion estable se dio en células
colocadas en medio sélido con 0.4 M de sorbitol 4 horas antes y 16 horas después del
bombardeo con un incremento de 6.8 veces el numero de fransformantes estables
obtenidas por cada 100 pl de PVC.

Kemper et al (1996) propusieron la optimizacién de factores tanto fisicos como bioldgicos
que intervienen en la infroduccidén de las microparticulas. Los pardmetros de bombardeo
mas éptimos se obtuvieron con particulas de 1.0 um de didmetro a una distancia de 7.5
cm; sin embargo, el tamafio de la particula no tuvo un dlto indice de penetracién,
aunque fue menor el dafo celular. La mejor presidon fue de 1800 psi y el indice de
transformacién genética se incremento en 2.3 veces cuando la concentracién de manitol

vario de 0 a 0.8 M, siendo mds éptima esta Ultima concentracion.

Otras lineas de investigacion se han enfocado en la infroduccidn de genes que pueden
fungir como reporteros o de seleccion, siendo una dlternativa a los que comunmente se

emplean.

Walters et al (1992} transformaron callos embriogénicos de maiz de la linea A188X73 por
bombardeo de particulas usando el gen de la higromicina fosfotransferasa (hpt). A las tres
semanas de subcultivo en medio con 60 mg/L de higromicina, se observd necrosis e
inhibicidon del crecimiento; de los sectores sanos del callo en seleccidn se designaron
como PH1, PH2 y PH3, caracterizindose por presentar un crecimientc alte. En las tres lineas
de cdllos se observé la presencia de la banda esperada de 1.05 kb demostrando que, por
lo menos, una copia intacta de la secuencia codificante estuvo presente. La segregacion
de hpt en la progenie R1 fue consistente con el radio esperado de 1:1; en la progenie de
R2 de la linea PH1, muy pocas plantas fueron resistentes a higromicina. El andlisis de la
progenie de la linea PH3 mostré que 17 de 28 plantas heredaron el gen consistente con el

radio de segregacién esperado de 1:1 en la R1.
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Spencer et al (1992), describieron el andilisis de la herencia, expresion y estabilidad de los
genes gus y bar en células de maiz. De 219 plantas se seleccionaron 36 al azar para
confirmar la presencia de bar exhibiendo en todas estas plantas la presencia de dicho
gen. De las plantas R1, a todas a las que se les aplicd el Basta® resultaron tolerantes;
posteriormente se demostrd la integracion de este gen sin embargo, el andlisis molecular
de la herencia del ADN extrafio mostré una transformacién con (relativamente) bajo
numero de copias. Las plantas R2 se les analizé por medio de un ensayo fluromeétrico para
la deteccion de gus dando negativo en todas vy con una segregacion del gen bar en un

radio de 1:1.

Register lll et al (1994) emplearon cdllo tipo Il del genotipo A188XB73 con los genes nptll,
pat y gus. El andlisis de Southern blot aplicado a 10 clonas del callo con nptlif reveld que
cuatro no estaban transformadas a diferencia de los callos que contenian el gen pat,
pues en este Ultimo no hubo escapes. De 95 plantas regeneradas, la expresidn del
fransgen de seleccion pat fue de mas del 75%, mientras que el gen gus se expreso en un
75% de 41 plantas regeneradas. La herencia del transgen pat fue consistente con el radio
esperado de 1:1 en la generacion T1, y en la T2, aparentemente no se heredo de manera

estable, pues los radios de segregacién difirieron significativamente del radio esperado.

Zhang ef al (1996) se enfocaron en la variacién de la herencia de la expresidon del gen bar
y gus en cdadllo embriogénico (Hi-ll). Obtuvieron una colonia que presentd una alta tinciéon
en el ensayo de GUS y resistencia al herbicida; de esta colonia se logro regenerar 188
plantas fértiles designéndose como evento BG. De una segunda colonia se regeneraron
98 plantas fértiles denomindndose como evento B. El andlisis de Southern blot mostrd una
banda de 1.87 kb (gen gus) y una de 0.7 kb (gen bar) para el evento BG:; en el caso del
evento B se observo una banda de 0.9 kb (gen bar). En BG de la T1 mostré radios
esperados para gus (3:1) y bar (3:1) y en el evento B se observo el mismo radio para el

gen bar.
Por medio de la biobdlistica se ha logrado la intfroducciéon de caracteristicas no sélo de

genes reporteros y de seleccidn, sinoc también de genes que confieren resistencia a plagas

y enfermedades, como lo muestra el cuadro 5.
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Cuadro 5. Proteinas insecticidiales expresadas en maiz por bio balistica.

Gen y/o proteina Procedencia Cantidad Enfermedad Referencia
expresada en causal
tejido
CrylA (b) Bacillus 1000 ng/mg de | Gusano Koziel et al 1993
thurigiensis proteina soluble barrenador
europeo (ECB)
Mdmu-cp Cepa del virus | 100-200 ng/mg de | Enanismo del | Murry ef al, 1993
del mosaico del | peso fresco maiz
enanismo del
maiz
Cry9C Baciflus -84.8 pg/mg de | Gusano Jansens ef dal,
thurigiensis proteina soluble | barrenador 1977
(medula). europeo (ECB)
-742 pg/mg de
proteina soluble
(epidermis Y
esclerenquima del
tallo).
crylA Bacillus 257-457 ng/mg de | Gusano Wiliams ef dl
thurigiensis proteina soluble barrenador  del | 1997
maiz del sudoeste

Ofros autores han propuesto diferentes explantes como blancos para redlizar la
transformacién por medio de biobadlistica. Por ejemplo, Wan et al (1995) describieron un
método de transformaciéon de cdallo tipo | de largo termino; Zhong et al (1996) describen la
eficiencia en la obtencion de plantas transgenicas fértiles de maiz por bombardeo de un
sistema via multiplicacion de primordios; Zhang et al (2002) menciona la descripcion de
dos nuevos métodos de transformacidn en lineas mejoradas vy recalcitrantes de maiz. Al
primer método lo designan como MPS (Método de Proliferacidn por Sector) y al segundo
como CMPs (cultivos meristematicos a partir del primordio); O'Connor et al (2002)
describen el desarrollo de un método simple altamente eficiente para producir maiz de
genotipos tropicales y subtropicales, por medio del bombardeo de particulas en callos
organogénicos/como embriogénicos obtenidos a partir de primordios y, por Ultimo, el
grupo de Aulinger et al (2003) se interesaron en determinar si los embriones gaméticos, son

un blanco susceptible para la transformacién genética por medio de la biobalistica.
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3.6) VACUNAS COMESTIBLES.

El concepto de vacuna comestible fue referido por Artzen (1997) a los productos
comestibles, derivados de plantas, que contienen una subunidad recombinante activa

administrada oralmente con la capacidad de proteger al individuo de la enfermedad.

Desde la década de los ochentas, las herramientas de la ingenieria genétfica han
permitido el desarrollo de plantas transgénicas que pueden expresar varios moléculas

recombinantes incluyendo antigenocs virales y bacterianos, anticuerpos y varias proteinas

terapéuticas tanto para animales como humanos

farmacéuticos

derivados

de plantas

pueden

anticuerpos, b} biofarmacéuticos y ¢} vacunas.

3.6.1 Vacunas comestibles en plantas.

(Korban, 2002).

ser categorizados en ftres

Los productos

tipos: q)

Varias estrategias bdsicas han sido usadas para producir proteinas recombinantes en

plantas hospederas como se aprecia en el cuadro é.

Cuadro 6. Comparacidn de estrategias para la produccidn de proteinas heterologas en

plantas.
Estrategia Fundamento Ventajas Desventajas Tipo de
expresion
Virus El empleo de virus | -Produccion de -Requiere de Transitoria.
recombinantes disefiados como | cantidades inoculacién cada
TMV o CPMV relativamente vez gue se desee
grandes. expresar la
-Labor menos proteina.
intensa. -No se hereda el
-Menor tiempo de transgen de interés.
inversion. -Se requiere la
purificacion del
virus previa
inoculacién.
Transformacion Por medio de -No requiere -Es una labor Permanente
en nucleo vectores naturales | inoculacién. intensa.

como
Agrobacterium o

-Produccion de
niveles constantes

-Requiere de mayor
inversion de tiempo

biobalistica de proteina. (6-8 meses).
-Escalabilidad en la -Uso de equipo
produccién. costoso.
-El transgen se
hereda.
Transformacién Integracion del -Alta produccién de | -No provee de
en cloroplasto fransgen de proteina. muchas de las

interés en el
genoma del
cloroplasto.

-Se necesita precisar
el sitio de
integracion.

modificaciones
post-
fraduccionales.
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-Elimina la
variabilidad en la
expresion del gen.
-Disminuye el
silenciamiento.

-Se necesita de la
purificacién de las
proteinas.

-Mavyor inversion de
fiempo y costos.

Magno infeccion

Combina el uso
de virus
"desconstruidos"
con un vector
natural como
Agrobacterium
fumefaciens.

-Produccidn rapida.
-Ofrece niveles altos
de expresion.
-Facilidad de
mantener y escalar
la produccién.

-Limitacién en la
produccion de
proteinas olido
méritas y de
proteinas con
tamafios superiores
a 2.3 kb.

Fuentes: Mason vy Arfzen, 1995; Artzen, 1997; Miele, 1997; Giddings et al,

2003; Fisher et al, 2004, Malaga et al, 2004 v Gleba ef al, 2005.

2000; Walmsley y Arfzen, 2000; Scla et al,

La seleccion del cultivo es punto importante en vacunas comestibles, pues algunos

pueden ser consumidos en crudo y otros procesados (Langridge, 2000; Daniell ef al, 2001).

Ademds, cabe mencionar que cada fipo de planta posee su propio reto (cuadro 7)

ofreciendo ventagjas y desventgjas para la elaboracidn de una vacuna comestible

(Twyaman et al, 2003).

Cuadro 7. Plantas potenciales para la produccidn de vacunas comestibles.

Planta Ventajas Desventajas

Tabaco -Suministro de biomasa faciimente -Alcaloides tdxicos
mantenida. incompatibles para la
-Sisterna de fransformacién liberacién oral.
eficiente y facil. -Potencial para el
-Abundante material para la entrecruzamiento en campo.
caracterizacion proteica.

Papa -Sisterna de fransformacién -Relativamente bajo contenido
eficiente y facil. de proteina en el tubérculo.
-El fubérculo se puede comer -Poco agradable si se come
crudo. crudo y cocinado puede
-Disponibilidad de promotores causar la desnaturalizacion y
especificos para tubérculo. pobre inmunidad de la
-Produccién de microtubérculos proteina recombinante.
por ensayos rapidos.
-Crecimiento en suelo del tubérculo
en é meses después de la infeccidon
con Agrobacterium.
-Propagado por clonacién y bajo
potencial para el entfrecruce en
campo.
-El procesamiento industrial de
tubérculos bien establecido.

Jitomate -Sistema de fransformacion -Relativamente bajo contenido

relativamente eficiente.

-El fruto se come crudo.
-Promotores especificos del fruto
disponibles.

-Bajo potencial de
enfrecruzamiento en campo, pero
cruza posible por apilamiento de
genes para antigenos.

de proteina en el fruto.

-El fruto dacido puede ser
incompatible con algunos
antigenos o para el consumo
en nifos.

-No hay sistema in vifro para la
prueba de expresion del fruto.
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-Cultivo industrial en invernadero e
industrial de alta produccion bien

establecido.

Pladtano -Culfivado ampliamente en paises -Sistema de fransformacion
en desarrollo donde las vacunas ineficiente.
son necesarias. -Pocos datos disponibles en la
-Se consume crudo por nifios y expresion del gen,
adultos. especialmente para
-Clonalmente propagado, bajo promotores especificos de
potencial para enfrecruza en fruto.
campo. -Se requiere mucho espacio
-Una vez establecido es un fruto para su cultivo: muy caro en

abundante y no costoso; disponible | invernadero.
en un ciclo de 10-12 meses.

Leguminosas o cereales -Tecnologia de produccién -Para algunas especies el
ampliamente establecida. sistema de fransformacion es
-Alfo contenido de proteina en ineficiente.
semillas. -El calor o la coccién para
-La proteina estd estable consumo humano puede
almacenada en semilla. causar desnaturalizacion y
-Puede ser el mejor sistema para pobre inmunidad de la
vacunas animales. proteina recombinante (la
-Procesamiento industrial de la harina de maiz es la
semilla bien establecido. excepcion).

-Potencial de entrecruzamiento
en campo para algunas

especies.
Alfalfa -Sisterma de transformacion -Potencial de entrecruzamiento
relativamente eficiente. en campo.
-Alfo contenido de proteina en -El sistema de raices profundas
hojas. es problemdtico para la
-La hoja es comestible sin cocinar. limpieza del campo.

-Procesamiento industrial del fruto
bien establecido.

Fuente: Mason ef al, 2002,

Se deben considerar tres puntos clave para la efectividad de una vacuna comestible: 1)
el sistema de expresion debe producir proteinas que sean antigénicas (es decir, que sean
reconocidas por los anticuerpos del huésped en respuesta a un desafio): 2) las proteinas
deben de ser inmunogénicas (es decir, que puedan inducir la produccion de anticuerpos
cuando sean empleadas para inmunizacion) y 3) lo mas importante es que las vacunas
comestibles deben proteger al huésped de retos subsecuentes con los agentes que

causan la enfermedad (Arntzen, 1997).

3.6.2 Vacunas comestibles y el sistema inmune de mucosas.

Las vacunas gque son efectivas contra las infecciones deben estimular el sistema inmune

de las mucosas para producir IgA en las superficies de mucosas, asi como en el epitelio

respiratorio y de los intestinos. En general, una respuesta inmune mucosal es llevada mas
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efectivamente por via oral mdas que parental (Mason ef al, 2002). Esto indica que las

diferentes estrategias de inmunizacion presentan diversas caracteristicas (cuadro 8).

Cuadro 8. Comparacién entre el sistema de liberacién nasal, oral y parental en vacunas.

Parental

Nasal

Oral

Liberacién

Inyeccién (requiere de
personal medico
enfrenado).

Aparato de liberacion.

Simple ingestion.

Riesgo de liberacién

Posible fransmisién de
infeccioén por agujas y
jeringas
contaminadas.

Minima, no reqguiere
de agujas vy jeringas.

Minima, no requiere
de agujas y jeringas.

Sistema de
liberacién/adyuvante

Alum es el mds usado
para una variedad
efectiva de sistemas.

Requiere adyuvante
mucosal.

Requiere un potente
adyuvante mucosal.

Dosis de anfigeno
requerida

Baja.

Media (la
fransferencia efectiva
a fravés del epitelio
nasal es aumentada
por la
bioadhesividad).

Alta (digestion y toma
ineficiente en el tracto
gastrointestinal;
parcialmente
superada por
encapsulacion).

Respuesta inmune

Anticuerpos sistémicos
y células T.

Anficuerpos sistémicos,
mucosales y células T;
pueden inducir
tolerancia.

Anticuerpos sistémicos,
mucosales y células T;
pueden inducir
tolerancia.

Eficacia protectiva

Varias enfermedades
virales, bacterianas y
parasiticas en

animales y humanos.

Varias enfermedades
virales y bacterianas
en animales.

Un pequeho numero
de enfermedades
virales y bacterianas
(vacunas de
subunidad].

Uso clinico

Extensivo.

Limitado.

Limitado a pruebas
clinicas de subunidad
pero de uso extensivo
en vacunas
atenuadas.

Seguridad

No hay problemas
mayores con las
vacunas de
subunidad; efecto de
medio a serio con
vacunas hechas de
microorganismaos
muertos o atenuados.

Desconocido,
evidencia de
fransferencia de
antigeno a tejido
neuronal via bulbo
olfatorio en ratones.

Considerado por ser la
ruta mas segura de un
sistema de liberacion
en vacunas.

Fuenie: Ryan ef al, 2001.

3.6.3 Ventajas y desventajas de las vacunas comestibles.

A continuacién se enumeran las ventajas y desventajas mds importantes de las vacunas

comestibles (cuadro 9).
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Cuadro 9. Ventajas y desventajas de las vacunas comestibles.

Ventajas

Desventajas

Administracién via oral.

La posible degradacién de los antigenos en el
fracto gastro-intestinal.

El alimento puede estar crudo o en polvo. No es
necesariac una “cadena frid"  para la
fransportacién.

El tamafic de dosis necesario para inducir la
respuesta inmune necesaria.

La manipulacién genética es facil. Posee un
sistema de expresidn optimizada.

El sometimiento del material vegetal a procesos
de coccidn para poder ser consumido.

Elimina el riesgo de contaminaciéon con
patégenos de mamiferos, por lo que ofrece
mayor seguridad que las vacunas oficiales.

La pobre respuesta inmunogénica que puedan
provocar.

Estimula la respuesta inmune en mucosas.

La posible induccién a la tolerancia.

La producciéon de exhalacion es relativamente
facil y se puede planear. Ofrece una eficiencia
en el costo.

La producciéon de las proteinas recombinantes
auln es baja.

Ideal para el uso veterinario.

La aceptacién publica por considerar a las
vacunas comestibles como  Organismos

Genéticamente Modificados (OGM).

Fuentes: Artzen, 1997 v 2000; Langridge, 2000; Walmsley y Artzen, 2000; Daniell ef al, 2001; Sala et al, 2003; Rigano
ef al, 2003; Twyman ef al, 2003; Warzecha y Mason, 2003; v Gleba et al, 2005.

3.6.4 Ejemplos de disefio de vacunas comestibles.

El maiz es una planta modelo que se ha probado para el establecimiento de vacunas

comestibles y ejemplos de ello estdn los siguientes:

Guerrero-Andrade (2000) expresd las glicoproteinas antigénicas de la Hemaglutinina-
Neuraminidasa y de la proteina de fusion del virus de la enfermedad aviar del Newcastle
patotipo La Sota en callo de maiz emplendo el bombardeo de particulas. Obtuve los
vectores de expresidn en plantas con la proteina de fusidon; la expresidn fransitoria se
presentd en un nivel adecuado vy, a pesar de que se mantuvieron los callos embriogénicos
en seleccidn (con higromicina) no se logrd recuperar plantas completas presentédndose

sélo brotes y raices.

Streaffield et al (2001) expresaron la proteina S del TGEV probdndola en lechones
alimentados con 50 g de maiz fransgenico. Estos autores mencionan que el grupo control
(lechones dalimentados con maiz silvestre] desarrollaron los sintomas clinicos de la
gastroenteritis fransmisible de cerdo (TGE) cuando fueron retados con el virus, en cambio,
el 50% de aguellos que recibieron maiz transgenico inhibieron los sinfomas. Recalcan que
el 78% de los lechones que recibieron la vacuna comercial modificada, desarrollaron los
sinfomas de la enfermedad, enfatizando que la vacuna comestible en maiz fransgénico

fue mas efectiva.
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Streaffield et al (2003) evaluaron la acumulaciéon del receptor de unidn de la subunidad B
de la toxina I&bil al calor (Lt) de E. coli en maiz como un sistema de produccidn para una
vacuna oral. Los resultados mas importantes que obtuvieron fueron la acumulaciéon de Lt-B
en una produccién por arriba del 1.8% de proteina soluble total de las semillas en la
primera generacién. Las mds alta acumulacién de Lt-B se semillas T1 la observaron gracias
al empleo de una senal blanco para vacuola con niveles que alcanzaron el 12% de Ia

proteina soluble total.

Lamphear et al (2004} se enfocaron en el desarrollo de una vacuna comestible contra la
enfermedad del TGEV expresada en semillas de maiz. Como resultados mdas importantes
obtuvieron la cantidad de 13 mg/kg del antigeno (S) en semilla; se presentd una
diferencia significativa entre el grupo control y el experimental (con 26 mg del antigeno)
en cuanto a fitulos de neutralizacién estando aumentados en estos Ultimos. Los animales
que recibieron la vacuna comercial respondieron en niveles casi idénticos a los animales
que comieron el maiz transgénico. Por Ultimo, el grupo tratado con la vacuna de maiz,
con un intensificador, presentaron niveles de anticuerpos de neutralizacion mas altos que
los grupos tratados con la vacuna comercial y el placebo, mostrando también, niveles

similares de este tipo de anticuerpos en el calostro vy la leche de tipo IgA e IgG.

Tacket ef al (2004) determinaron la respuesta inmune en suero/mucosas en pacientes que
consumieron harina de maiz transgénica con el gen de la subunidad B (Lt-B) de E. coli. Al
grupo control se le administro 21 g de harina de maiz silvestre y al experimental 2.1 mg de
harina LT-B. La vacuna de harina de maiz transgénico fue bien tolerada por los voluntarios,
pues siete (78%) de los nueve incrementaron, por lo menos, cuatro veces el nivel de 1IgG
en suero anti-LT después de la vacunacidén (segunda o tercera dosis) y cuatro (44%) de los
nueve, incrementaron cuatro veces el nivel de IgA en el suero anti-LT. Aunado a lo anterior,
siete (78%) de los voluntarios desarrollaron IgA e IgG especificos de celulas secretoras de
antigenos vy, finalmente, cuatro (44%) voluntarios desarrollaron concentraciones con un

incremento de cuatro veces de slgA en las muestras de deposiciones.
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3.7) RABIA.

3.7.1 Familia Rhabdoviridae.

La familia Rhabdoviridae, que incluye al virus de la rabia, comprende una centena de
virus de mamiferos, peces, crustdceos, repftiles y plantas. Los rhabdovirus que infectan a
mamiferos pertenecen a fres generos: a) Vesiculovirus (prototipo: virus de la estomatitis
vesiculosa, VSV); b) Lyssavirus (prototipo: virus de la rabia) y ¢} Ephemerovirus (prototipo:

virus de la fiebre efimera bovinag) (Loza ef al, 1998).

3.7.2 Distribucién del virus de rabia.

En el genero Lyssavirus, el andlisis de las secuencias del genoma viral ha permitido definir 7
genotipos. El genotipo 1 comprende todas las cepas de virus rabico (rabia silvestre, rabia
urbana, las cepas de rabia fijas y las cepas vacunales). Este genctipo es cosmopolita

excepto en Reino Unido, Irlanda, Nueva Zelanda, Japdn, Hawai, Antdrtica y Escandinavia.

Los otros genotipos son considerados como virus emparentados con la rabia como: Lagos
Bat (genctipo 2; Nigeria, Republica Centroafricana, Zimbabwe, guinea, Senegal y Etiopia);
Mokola (genotipo 3; Nigeria, Republica Centroafricana, Zimbabwe, Camerin y Efiopia);
Duvenhage (genotipo 4; Africa del Sur y Zimbabwe); EBL1 (genotipo 5; Europa); EBL2
(genotipo 6; Europa) y ABLV 7 (genoftipo 7; Australia).

(www.pasteur.fr/recherche/rage/rhab).

3.7.3 Caracteristicas del virus de rabia.

El virus de la rabia tiene una longitud promedio de 180 nm (130-250 nm) vy el didmetro
promedic es de 75 nm (60-110 nm). Su genoma es de ARN de una sola cadena de
polaridad negativa con forma de bala, su esqueleto esta constituido por una
nucleocapside helicoidal (NC) o centro de ribonucleoproteina (RNP) y cinco proteinas
estructurales que son: proteina de la nucleocapside (N), fosfoproteinas (P, M1 o NS),
proteinas de la matriz (M o M2), glicoproteina (G) y ARN polimerasa dependiente del ARN
o proteina grande (L) {Loza-Rubio et al, 1998).
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3.7.4 Biologia molecular de las proteinas del virus de rabia.

-Proteina de la Nucleocapside (N]. Contiene 450 aminodcidos y un peso molecular de
5700 Da aproximadamente. Es el principal componente del virus y la principal proteina del
NC interno helicoidal (RNP) siendo la mds conservada de los componentes virales.
Participa en la encapsidacion del genoma de ARN y funge de proteccién del molde de
ARN de la actividad de ribonucleasas. Interviene en la regulacion de la trascripcion del
ARN y modulacién de este proceso asi como la replicacion viral (Kissi et al, 1995). La
proteina N es |la segunda proteina mas andalizada del virus de rabia (después de G) con
respecto a su estructura antigénica e inmuogénica; este interés radica en el hecho de
que el centro RNP induce una inmunidad protectiva contra un reto letal del virus de rabia

en animales (Loza-Rubio, 2003).

-Fosfoproteinas (P, M1 o N§). La proteina P es multifuncional en su interaccién con N y un
componente clave del complejo ARN polimerasa asociada al virion como una proteina
reguladora en la replicacién del genoma viral. También participa come un estabilizador
de la proteina L y para colocar el complejo de la polimerasa en el molde de ARN (Gigant
et al, 2000).

-Proteina grande (L). Esta proteina esta codificada por el gquinto gen con un peso
promedio de 244 kDa. La proteina L es el componente catdlitico del complejo polimerasa
y con el cofactor no catalitico, P es responsable de la mayoria de las actividades
catdliticas involucradas en los procesos de trascripcion y replicaciéon del ARN viral (Poch et
al, 1990).

-Proteina matriz (M). La proteina M esta codificada por 202 aminodcidos con un peso de
25 kDa formando una vaina dlrededor del cenftro RNP en el virion ensamblado
produciendo la estructura del esqueleto mismo. También es una proteina multifuncional
que interactua con proteinas virales y componentes de la membrana celular; otras de sus
funciones incluyen la subregulacion de la trascripcion del ARN viral, condensacion del
centro NC helicoidal a espirales plegadas fuertemente, asociacién de la bicapa lipidica e

involucramiento de la citopatogénesis de células infectadas (Ito et al, 1994).

-Glicoproteina (G). La proteina madura de todas las cepas del virus de rabia examinadas

constan de 505 aminodcidos y un peso molecular de aproximadamente 65 kDa. La
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proteina G, la cual forma puas triméricas que se extienden a 8.3 nm de la superficie del
virus, es la Unica proteina de superficie del virus. Cada proteina G es anclada de la pua
en la envoltura viral por un dominio transmembranal (TM) de 22 amino dcidos (Gaudin ef
al, 1992). La proteina G es una proteina de fusion que media la entrada del virus a la
célula huésped; seguido de su unién al receptor(es) blanco(s) de la célula huésped, el
virus es internalizado vy las puas de la proteina G se fusionan con la membrana endosomal

en un proceso dependiente de pH bajo.

La proteina G del virus de rabia es de gran importancia inmunolégica para la induccidn
de la respuesta inmune del hospedero contra la infeccidn viral porque es, probablemente,
el antigeno del virus de rabia mdas extensamente estudiado. La proteina G induce VNA
especificos de epitopes lineares y conformacionales ademdas de estimular tanto la

actividad ce células T citotoxicas como cooperadoras (Benmansour ef al, 1991).

3.7.5 Fases de la enfermedad de rabia.

a) Sin signos evidentes. La primera fase con frecuencia pasa inadvertida, pero se pueden
notar signos sutiles como: cambio de comportamiento, fiebre, reflejos lentos asi como
lamidas constantes en el sitio de la mordida en case de mamiferos cuadripedos; b)
Furiosa. El sistema nervioso central ya es invadido; se presentan signos de comportamiento
errdtico, como iritabilidad, inquietud, agresion por episodios, ataques a objetos
inanimados, grunidos inexplicables, fotofobia y comportamiento sexual anormal. También
puede desarrollar desorientacién y convulsiones y ¢) Pardlitica. Se desarrolla pardilisis que
afecta primero a la extremidad mordida, luego la laringe seguido de problemas para
respirar y pardlisis en la mandibula que se presenta caida, lo que provocara un exceso de
salivacion.

(www.drscope.com)

3.7.6 Rabia bovina paralitica.

-Distribucién de la rabia paralifica bovina en México. Esta enfermedad se presenta
actualmente en 23 entidades federativas, existiendo dos estados mds en riesgo por tener
poblaciones de vampiros: Queretaro y Guanajuato. La distribucion de los brotes de rabia

bovina pardlitica coincide con el hdbitat de las poblaciones de Desmodus rotundus que

comprende principalmente: la vertiente del Pacifico desde Sonora y sur de Chihuahua
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hasta Chiapas y la costa del Golfo de México y del Caribe, desde el sur de Tamaulipas

hasta la Peninsula de Yucatdn (Dominguez, 2004).

-Aspectos del reservorio. E principal vector es el murciélago hematéfago Desmodus
rotundus. Esta especie se alimenta principalmente de mamiferos domésticos, como el

ganado y ocasionalmente de mamiferos silvestres y aves (Selem y Chab, 1997).

-Transmisién del virus. Se fransmite en dos modalidades a) de murciélago a murciélago por
medio del alimento y la orina y b) del murciélago a otros animales; en este caso, la
transmisidon se efectua por la preferencia de beber sangre del ganado bovine mordiendo
a sus victimas en los hombros, espalda, base de los cuernocs, orejas, patas, pezufias y

regién anal (Escobar, 2004).

-Sinfomas de la enfermedad. El periodo de incubacidn es largo, abarca de 25 a 150 dias
en donde el animal infectado manifiesta: alteraciones de la conducta como ansiedad,
deja de comer y beber, presenta taquicardia, fiebre, sialorreq, se exacerba la conducta
sexual, trastornos senscriales como fotofobia, lagrimeo, puede presentar una fase furiosa o
embestir a otros bovinos, trastornos esfinterianos, se produce pardlisis que inicia en las
extremidades posteriores (derrengue). El periodo sintomdatico logico dura de 2 a 5 dias vy,
finalmente, el animal sufre de apnea (pardlisis de los mUsculos respiratorios) y muere.

(www.fmvz.unam.mx).

-Pérdidas econdémicas. El murciélago hematdfago, al ser la especie mas abundante de
nuestro pais (en la regidn tropical) y al dlimentarse preferentemente de animales
domésticos. es el responsable de grandes perdidas en la ganaderia, ya sea directamente
a través de la transmisién de la enfermedad o indirectamente al debilitar al animal por la
continua pérdida de sangre vy la subsiguiente infeccién de las heridas que constituyen una
puerta de enfrada al gusano bkamenador (Selem y Chab, 1997). Se estima que
anudalmente mueren entre 15 y 20 mil bovinos a causa de la enfermedad de la rabia, con
una poblacién de bovinos en riesgo superior a los 10 millones de cabezas de ganado

(Dominguez, 2004).
-Control de la enfermedad. Los procedimientos principales de confrol consisten en

vacunar al ganado en las dreas expuestas y en reducir la poblacién de murciélagos. Se

disponen de vacunas producidas con la cepa ERA, Fluir HEP preparada en embridon de
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pollo, la CRL y PV-BHK-EL con coadyuvante de hidréxido de aluminio que protegen por
mds de un afo. En México, también, se emplea la vacuna de la cepa Acatldn,
preparada en cultivo tisular de células de vampiro.

(www.udanl.mx.html).

3.7.7 Vacunas antirrabicas.

Aunque se ha logrado un progreso considerable en la produccién y empleo de las
vacunas antirdbicas, en el Ultimo decenio sin embargo, la disponibilidad de este fipo de
vacunas de un nivel alto de inmunogenicidad e inocuidad sigue siendo un objetivo no
alcanzado aun en muchas regiones, pues se desea que las vacunas preparadas en
cultivos celulares se remplacen por las de subunidad.

(www.sanofipasteur.com.mx.html).

Para la obtencién de vacunas contra la rabia se han reconocido tres grupos de manera

general (cuadro 10).

Cuadre 10. Vacunas anti rabicas aplicadas a animales.

Tipo de vacuna Procedencia

Vacunas de tejido nervioso Se obfiene a fravés de encéfalos de ovejas y ratones recién

nacidos. Conserva frazas de mielina.

Vacunas de virus  vivos | Son obtenidas por variaciones derivadas del virus SAD original: ERA,

modificados SAD-BERN, SAD-B-19 y Vnukovo-32. Presentan el riesgo de inducir la
enfermedad.
Vacunas recombinantes Se obtfienen por técnicas moleculares donde el gen de la proteina

G es empleado como inmunogeno no requiriendo el virus
completo. Este tipo de vacunas no contienen la capacidad

patogénica residual.

LS T U .
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3.7.8 Vacunas orales de rabia derivadas de plantas.

Con respecto a este tdpico se expondrdn los siguientes trabdjos realizados en dicha

materia.

Yusibov et al (1997) emplearon un peéptido antigénico del virus de rabia (epitope Drg24) v
el epitope de la célula T de la nucleoproteina de rabia (31D) v del VIH-1 expresados en
hojas de tabaco. Obtuvieron la produccién de proteinas en las plantas de tabaco.
Catorce dias después de la Ultima inoculacién con CPDrg24, se presentaron altos titulos
de anticuerpos especificos de rabia detectados por ELISA en el suero de los ratones
inoculados. Demostraron que el antigeno de virus de rabia producido en plantas indujo
una respuesta inmune en ratones, pues el suero de los ratones neutralizé el virus de rabia
de la cepa CVS-11 en condiciones in vifro. En un suero con una dilucidn de 1:160, la
neutralizacion fue en promedio del 0% comparado con el suero del grupo control que no

tuvo ninguna actividad.

Modelska et al (1998) inmunizaron ratones via parental y oral con un péptido quimérico
del virus de rabia (CPDrg 24) expresado en hojas de espinaca. Los titulos de anticuerpos
especificos de rabia en suero de ratones inmunizados con CPDrg 24 fueron tres veces mdas
altos con respecto al control. Las muestras del presentaron actividad neutralizante contra
el virus de rabia (cepa CVS-11; 165 DS*11.7) con respecto al suero control que no

demostro tener esta actividad. Estos resultados son en ratones inmunizados via parental.

En ratones inmunizados por via gdstrica (intubacidn) se detectd la presencia de IgA e IgG
especificos para rabia siendo 2 veces mayor la respuesta en ratones experimentales que
en el suero control. En otro grupo inmunizado por via gdstrica (alimentados con hoja de
espinaca) produjo una respuesta 2.8 veces mds alta de IgA en muestras fecales que el
control; ademds, tuvo una alta respuesta inmune con respecto a la intubacion gastrica.
Por Ultimo, los ratones inmunizados por intubacion gastrica y los alimentados con hoja de
espinaca se les infectd con virus de rabia (cepa CVS-F3). Todos los ratones de amlbos
grupos mostraron sefiales de enfermedad vy, en promedio, una pérdida de peso; sin
embargo, los que comieron espinaca recuperaron su peso original (90-95%) en

comparacién al control (79-81%).
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Yusibov et al (2002) inmunizaron ratones con la proteina G y N expresados en tres sistemas:
N. tabacum, N. benthamiana y espinaca. Los voluntarios fueron alimentados con hoja
cruda de espinaca vy los ratones se les inmunizd con una dosis de 35 ug del péptido
quimérico. Los ratones inmunizados con las particulas, en 9 de 10 muestras de suero,
mostraron la presencia de anticuerpos neutralizantes de rabia sobreviviendo al reto con el

virus en comparacién al grupo control donde sobrevivieron 2 de 10 ratones.

Tres de los cinco voluntarios alimentados con espinaca, mostraron un incremento
significativo con niveles altos de anticuerpos especificos a rabia con respecto al grupo
control y, presentaron niveles de IgG especificos para rabia en el suero. A 9 voluntarios se
les administré 150 g de espinaca cruda y otros 5 voluntarios recibieron espinaca sin
antigeno y administrdndoseles una dosis de vacuna comercial de rabia (después de la
tercera dosis de espinaca); con este ensayo mostraron que 6 de los ¢ voluntarios que
ingirieron la espinaca transgénica, presentaron elevaciones significativas en anticuerpos
especificos para el virus de rabia. Cuatro de los ¢ voluntarios produjeron IgG especifico de

rabia y tres produjeron IgA con la misma especificidad.
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4) JUSTIFICACION.

En México, la rabia bovina paralitica es una enfermedad producida por el virus de rabia
fransmitido por el murciélago vampiro Desmodus rotundus causando pérdidas
econdmicas significativas (Selem y Chab, 1997; Dominguez, 2004). La proteina G de este
virus ha sido el componente estructural viral mas estudiado (Nakahara et al, 2003), siendo
responsable de la produccidn de anticuerpos neutrales a virus (Dietzschold et al, 1990) y
de estimular las células T del sistema inmune (Gaudin et al, 1992). La produccién de una
vacuna comestible contra esta enfermedad en maiz, ofreceria ventajas econdmicas, de
distribucion y administracion importantes en comparacién a una de tipo tradicional
(Artzen, 1997, Langridge, 2000; Walmsley y Artzen, 2000; Sala et al, 2003; Rigano et al, 2003;
Twyaman et al, 2003; Warzecha y Mason, 2003 y Warzecha et al, 2003) ademds, el hecho
de que la proteina antigénica (proteina G) se exprese en tejido vegetal, que constituye
una proporciéon principal de la dieta en bovinos, la exenta de tratamientos de calor y
presion (Daniell et al, 2001), administrdndose como una fuente directa de alimento
(Grando et al, 2005).
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5) OBJETIVOS.

5.1) OBJETIVO GENERAL.

Obtener plantas transgénicas de maiz a partir de callos embriogénicos co-
bombardeados con el gen de la glicoproteina del virus de la rabia y genes

reporteros y de seleccion.

5.2) OBJETIVOS PARTICULARES.

Establecer la induccidn de callos embriogénicos de maiz (Zea mays L.) de la raza

Tuxpeno a partir de embrién inmaduro asi como su proliferacién y mantenimiento.

Seleccionar la concentracion éptima del herbicida Basta® (glufosinato de amonio)
por medio de la cinéfica de crecimiento de callos embriogénicos de maiz en
medio Né-p con vy sin fuentes de nitrégeno reducido para la posterior seleccién de

callos transformados.
Transformar callos embriogénicos de maiz por co-bombardeo con los genes de la
glicoproteina del virus de la rabia (gen de interés), gus (gen reportero) y bar (gen

de seleccion).

Realizar expresion transitoria, por el método histoquimico de GUS (Jefferson, 1987),

a callos embriogénicos transformados.

Seleccionar los callos embriogénicos transformados con la concentracién optima
del herbicida Basta® (glufosinato de amonio) en medio con y sin fuentes de
nitrégeno reducido.

Regenerar plantas de maiz establecidas bajo condiciones de invernadero.

Verificar la insercién del gen de la glicoproteina del virus de rabia por medio de la

técnica de PCR.
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6) HIPOTESIS.

El bombardeo de particulas permite la penetracion de ADN exdgeno al interior de la
célula por medio de la introduccion de particulas cubiertas con material genético. Si la
incorporacién del ADN exdégeno se realiza en callos embriogénicos cuyas células estdn en
constante divisién mitdtica y su ADN se encuentra descondensado, entonces se facilitard
la insercidn del transgen de interés en el genoma nuclear vegetal y se podrd obtener

plantas transgenicas en las que se exprese dicho transgen.
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7) MATERIALES Y METODOS.

La metodologia para llevar a cabo el objetivo general se llevd de la siguiente manera.

Desinfeccién con Induccién de Callo Proliferacién de Callo

Maiz Tuxpefio

15-18 dias de
polinizacién.

Transformacién de callos
embriogénicos de maiz
por Biobalistica con los
plasmidos pWR-21/uUBI y
PGHCNS con pCAMBIA
3301 (9:1) de acuerdo a
Guerrero (1998)

HOCINa 6%+
Tween 20 +
Microdin®

Embriogénico en
medio N6-i con 2
mg/L de 2,4-D

Callo embriogénico
de maiz en medio
N6-p con 3 mg/L de
Gellan®

Embriogénico en
medio N6-p con
2mg/L de 2,4-D + 0.1
mg/L de cinetina

Mantenimiento de callo
embriogénico cada 2
semanas en medio N6-

p.de maiz subcultivado

Seleccién de callos co-
bombardeados en medio
N6-p con fuentes de

Cinética de
crecimiento de peso
fresco de callo de
maiz en medio N6-p
con y sin fuentes de
nitrégeno reducido y
Basta® (0,1,2y 3

mg/L)

nitrégeno reducido con 3
mg/L de Basta®

Expresion transitoria
24 hrs después del
co-bombardeo por el
método histoquimico
de Jefferson et a/
(1987)

Regeneracion de plantas de maiz a partir de callos
embriogénicos seleccionados con una disminucién
gradual de los reguladores de crecimiento (2,4-D y
cinetina) asi como el agente de seleccién Basta®
de 3 mg/L a 0 mg/L

Aclimatizacién de plantas regeneradas de maiz in vitro a
condiciones de Invernadero

Identificacién de la Glicoproteina del virus de rabia por la técnica
de PCR

Hibridacién de los productos de PCR con la sonda de la proteina G
del virus la rabia

Comparacion de secuencias de las muestras de maiz transgénico con la Vnukovo-
32 por el programa BLAST
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7.1 Material bioldgico.

Se utilizaron embriones inmaduros de maiz (Zea mays L. raza tuxpeno) de 15 a 18 dias
después de la polinizacién, proporcionados por el Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) del Campo Experimental “Zacatepec”.

7.2 Preparacion de medios de cultivo.

Los medios de cultivo de induccidn y proliferacion se prepararon a partir de soluciones
concentradas 100 X de sales inorgdnicas del medio Ng¢-i y Nép (Chu et al, 1975);
suplementado con 30 gL' de sacarosa (Research Organic; Ohio, USA) como fuente de
carbono, caseina hidrolizada (Phytotechnology Lab; KS, USA) 200 mglL-!, L-prolina
(Research Organic; Ohio, USA) 2.76 gL' y adenina sulfatada (Sigma Chemical; MO,
USA) asi como una mezcla de aminodcidos y vitaminas (patente en trdmite). Como
reguladores de crecimiento se utilizd la auxina 2,4-D (Sigma Chemical; MO, USA) a una
concentracién de 2 mglL! para el medio de induccidn (N¢-i) y proliferacion (Ng¢-p). En el
caso de éste Ultimo medio, se mantuvo la misma concentraciéon pero, demds, se le
adiciond cinetina (Sigma Chemical; MO, USA) a una concentracion de 0.1 mgL!. El pH
se ajustéd antes de la esterilizacion con hidroxido de sodio (NaOH) (J. T. Baker, Edo. de
México, México) 1 N &6 dcido clorhidrico (HCI) (J. T. Baker, Edo. de México, México) 1 N
a 5.7; como agente gelificante se utilizé 2.7 gL' de gellan (Research Organic; Ohio,
USA). Finalmente los medios se esterilizaron en autoclave vertical a una presidon de 1.3

Kg/cm2y/o 18 Ib/pulg.2 durante 18 minutos.

7.3 Método de esterilizacion.

1. Las mazorcas se dividieron en fragmentos de 6 a 8 cm elimindndose los extremos

tanto superior como inferior.
2. Los fragmentos se colocaron en alcohol al 70% durante T minuto.

3. Transcurrido este tiempo se enjuagaron 4 veces con agua desionizada estéril.

4. Posteriormente se colocaron en una mezcla desinfectante que consistid de
hipoclorito de sodio (blanqueador comercial con 6% de ingrediente activo) al 50%
(v/v) mas 5 gotas de un detergente suave (Tween-20) (Research Organic; Ohio, USA)
mas 15 gotas de una solucidon coloidal de plata (Microdin®) por cada 250 ml,

respectivamente.

5. Los fragmentos se mantuvieron en dicha mezcla durante 15 minutos en agitacion

constante.
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6. Finalmente, se realizaron 4 enjuagues de 4 minutos cada uno con agua desionizada

estéril.

7.4 Induccidn de callo embriogénico de maiz.

A partir de los fragmentos de la mazorca desinfectadas se disectaron los embriones
inmaduros inoculdndo frascos de alimento infantil con 30 ml de medio nutritivo Ne-
induccién. Los embriones se colocaron con el eje embrionario en contacto al medio y
se mantuvieron durante dos semanas en un cuarto de incubacién con ambiente

controlado en condiciones de oscuridad a una temperatura de 25+ 20 C.

7.5 Proliferaciéon de callo embriogénico y mantenimiento.

Los callos se proliferaron en el medio de cultivo Né al cual se le agregd 0.1 mglL' de
cinetfina (Sigma Chemical; MO, USA). En la auxina al igual que los ofros componentes
no se cambiaron y se realizaron dos subcultivos. En el primero se elimind tanto el tejido
madre como el oxidado y en el segundo Unicamente el callo que presentara

oxidacion. Los subcultivos se realizaron cada dos semanas.

Para el mantenimiento del callo embriogénico, éste se subcultivd cada dos semanas

en medio Né de proliferacién en condiciones de oscuridad y temperatura controlada.

7.6 Cinética de crecimiento de callo embriogénico de maiz en presencia del herbicida
Basta®.

Se realizaron dos ensayos con y sin fuentes de nitrégeno reducido en presencia de

cuatro concentraciones de Basta®.

Ensayo 1.

1. Se prepard 800 ml de medio Né-p conservando la cantidad de adenina y la mezcla
de aminodcidos y vitaminas los cuales constituyeron las fuentes de nitrégeno reducido

(de acuerdo a lo especificado en el apartado 7.2 de esta seccién).

2. El medio se dividié en cuatro recipientes correspondiéndoles la cantidad de 200 ml a

cada uno y se esterilizd de acuerdo al apartado 7.2 de esta seccidn.

3. A cada recipiente, en condiciones de esterilidad, se le adiciond una cantidad
especifica de glufosinato de amonio (ingrediente activo del Basta®) (Sigma-Aldrich;

Frt, Gm) y se designd a cada tratamiento como a continuacion se especifica:
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TI TIl TII TIV
0mg/L 1 mg/L 2mg/L 3mg/L

4. Cada uno de los 200 ml de medio mas su respectiva concentracién de Basta®, se
repartieron en 10 frascos de vidrio estériles con 20 ml del medio cada uno

constituyendo cada frasco una repeticion.

5. Se inoculd cada frasco con 1 g de callo embriogénico de maiz.

6. Se registré el peso fresco de 5 frascos de cada uno de los tfratamientos cada tercer
dia durante 3 semanas.

Ensayo 2.

1. Se prepard 800 ml de medio Né-p sustituyendo la adenina por glicina y la mezcla de
aminodcidos y vitaminas por vitaminas R2 (ver anexo) con lo cual se suprimieron las

fuentes de nitrobgeno reducido.

2. El medio se dividié en cuatro recipientes correspondiéndoles la cantidad de 200 ml a

cada uno vy se esterilizé de acuerdo al apartado 7.2 de esta seccidn.

3. A cada recipiente, en condiciones de esterilidad, se le adiciond una cantidad
especifica de glufosinato de amonio (Sigma-Aldrich; Frt, Gm) (ingrediente activo del

Basta®) y se designd a cada tratamiento como a continuacidn se especifica:

T1 T2 T3 T4
0 mg/L 1 mg/L 2 mg/L 3 mg/L

4. Cada uno de los 200 ml de medio mas su respectiva concentracién de Basta®, se
repartieron en 10 frascos de vidrio estériles con 20 ml del medio cada uno

constituyendo cada frasco una repeticion.

5. Se inoculé cada frasco con 1 g de callo embriogénico de maiz.

6. Se registrd, simultdneamente con el ensayo 1, el peso fresco de 5 frascos de cada
uno de los fratamientos cada tercer dia durante 3 semanas para determinar la
concentraciéon perjudicial de herbicida en la cual, se disminuye el crecimiento de los

callos.

7. Cuando finalizd el periodo de las tres semanas, los resultados de este ensayo se
compararon con los obtenidos en el ensayo 1 para determinar la concentracion
perjudicial de herbicida en la cual, se disminuye el crecimiento de los callos y la

ganancia de peso fresco en ambos.
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7.7 Material bioldgico

Para la fransformacién se utilizaron dos plasmidos: pWR-21/pUBI con el gen de la
proteina “G" del virus de rabia bajo el promotor Ubiquitina y el terminador 35S; el
pldsmido PGHCNS que contiene el mismo promotor, gen y terminador pero,
adicionalmente, con una regién de adherencia a membrana conocida como MARS y
el pladsmido pCAMBIA 3301 con el gen de seleccién bar que codifica para la enzima
fosfinotricina acetfiltransferasa de resistencia al herbicida Basta® y el gen gus que
codifica para la enzima B-glucoronidasa (ver figura A en anexo). La construccion de
los tres pldsmidos se realizé en el Laboratorio de Plantas Tropicales y Salud Humana del
Departamento de Ingenieria  Genética del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV) Unidad Irapuato

proporcionados por el Dr. Miguel Angel Gémez Lim.

7.8 Co-bombardeo de callos embriogénicos de maiz con pistola de baja presidn.

1. La preparaciéon de particulas de tungsteno asi como la adsorcion del ADN a las
microparticulas se realizdé de acuerdo al protocolo establecido por Guerrero-Andrade,
1998 (ver anexo) con mezclas equimolares (9:1) de los pldmidos: pWR-21/UBI, PGHCNS-
MARS y pCAMBIA 3301.

2. Se tomaron callos embriogénicos de 12 dias después del subcultivo, los cuales fueron
colocados un dia antes en cajas Petri de 50 mm x 17 mm con 10 ml de medio N¢-p

gelificados con 3.0 mg L' de Gellan MR,

3. Se colocd una porcidon extendida de 1 g de callo embriogénico de 1 cm de
didmetro (una capa de aproximadamente de 3 mm de espesor) en el centro de la

caja de Petri.

4. Se tomaron 5 pl de la solucién de las particulas cubiertas con el DNA plasmidico

(adsorcién) y se colocaron en el centro del filiro de bombardeo.

5. El bombardeo se llevd a cabo con una presidn de helio de 120 psi a una distancia

de 13 cm entre el filtro y el tejido blanco, en un vacio de -20-22 in de Hg.

6. Una vez bombardeados los callos se sellaron las cajas Petfri y se mantuvieron en
incubacién a temperatura controlada de 25 £ 1 °C y fotoperiodo de 16 horas luz (29

pem/s?) y 8 horas oscuridad.
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7.9 Expresidon transitoria.

Dos dias después del bombardeo (24 horas) se eligieron al azar unos callos
combombardeados con la mezcla de pldsmidos asi como de los controles negativo y
positivo, para realizarles la prueba de expresion transitoria por el método histoquimico
de la determinacion de la actividad de la B-glucoronidasa (Jefferson et al, 1987).

La expresion transitoria se realizd de la siguiente manera:

1. Se colocaron los callos bombardeados en la solucion de X-gluc (Phytotechnology

Lab; KS, USA) (ver anexo) vy se incubaron a 25 °C por un periodo de 12 a 16 horas.

2. Se desechd esta solucion y se lavaron los callos 2 veces con Buffer “Z" (ver anexo)
pH7.4.

3. Después, se lavaron con etanol (Merck; Edo. de México, México) al 70% 4 veces.
4. La clorofila se eliminé con una mezcla de acetona-metanol Merck; Edo. de México,
México (1:3) lavdndose con esta solucién los tejidos el tiempo necesario haciendo

varios cambios de la mezcla.

5. Después de que se observd el color azul, producto de la reaccion, el tejido se lavd 4

veces con Buffer “7".

6. Finalmente, los tejidos se conservaron en glicerol al 50% y se almacenaron a 4 °C.

7.10 Seleccidn positiva de callos transformados con glufosinato de amonio (Basta®).

1. Los callos cobombardeados permanecieron en el medio N¢-p gelificado con 3.0 mg

L1 de Gellan MR durante una semana.

2. Una vez transcurrido este periodo, fueron colocados en medio de seleccién, el cual
consistid de medio Ns- p (ver Anexo) + 3 mg L' de Basta® (glufosinato de amonio)

para la seleccién de las células transformadass.

3. Los callos se subcultivaron cada dos semanas y se mantuvieron en incubacién a
temperatura controlada de 25+ 290 C y fotoperiodo de 16 hrs luz (29 pem/s?) y 8 hrs

oscuridad.
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4. Los callos permanecieron en seleccién en las condiciones antes descritas, durante

fres meses.

7.11 Regeneracidn vy aclimatizacién de plantas de maiz _a  partir _de callos
embriogénicos co-bombardeados.

1. Para la regeneraciéon de plantas, los callos se subcultivaron en medio Né-p mas 3
mg/L de Basta® pero con la concentracion de la auxina sintética 2,4-D y la citocinina
cinetina a la mitad. Las condiciones de fotoperiodo y temperatura permanecieron

igual.
2. En el siguiente subcultivo se mantuvo las condiciones antes descritas.
3. En el caso del tercer subcultivo, se omitid por completo ambos reguladores de

crecimiento manteniendo la misma concentracion del agente de seleccion.

4. La supresion de 2,4-D y cinetina se mantuvo en el cuarto subcultivo y la
concentracién del agente de seleccion Basta® se disminuyd a la mitad, es decir, a 1.5
mg/L. En esta etapa se realizd la separacion de las plantas con medidas de 4-6 cm del

resto del callo.

5. Las plantas de 10-12 cm se mantuvieron en medio Né-p sin reguladores de
crecimiento y sin Basta® y se procedidé a individualizarlas de entre ellas mismas con el

objeto de permitir el desarrollo de raices.

6. Las plantas de maiz con un sistema radicular vigoroso se transfiieron a una mezcla
de sustratos (previamente esterilizados) de acuerdo a la siguiente relacion tierra de

hoja y peat moss 1:1.

7. Con guantes en ambas manos, se sacaron con cuidado las plantas de los

recipientes de vidrio y se procedid a quitarles el exceso de medio de cultivo.

8. Las plantas se sumergieron en agua desionizada estéril para removiendo el medio

de cultivo restante asi como hojas vy raices viejos.

9. El sustrato se perforé de tal manera que el hoyo hecho permitid que las raices

qguedaran a una profundidad adecuada.

10. Se asegurd la fijacion de las plantas.
11. Cuando se llegd al cupo de la charola, se rocio el sustrato con agua.

12. Las charolas se infrodujeron a una cdmara de aclimatizacion durante 4 meses.
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13. Cuando finalizd el periodo en la cdmara de aclimatizacion, las plantas se
fransfirieron a macetas con tierra de hoja y permanecieron en invernadero hasta su

etapa reproductiva.

7.12 |dentificacidn del transgen de interés por PCR.

1. Se colectaron y pulverizaron muestras de tejido a partir de plantas en invernadero
(ver anexo) y se extrajo ADN total de acuerdo al protocolo establecido en el
laboratorio 15 de Plantas Tropicales y Salud Humana del Departamento de Ingenieria
Genética del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico

Nacional Unidad Irapuato (ver anexo).

2. Para la amplificacion del fransgen de interés se emplearon las siguientes

condiciones:

Reactivo Concentraciéon stock Concentracién final 1X
Buffer PCR 10x 5yl

dNTPs 10 mM 1yl

MgClI2 50 mM 1.5 ul

Mix Oligos 10 uM de c/u 1.5 ul

Tag. Pol. 20 unidades 2.5 unidades

ADN 3mg 500 ng

H20 cbp Sml S50

3. Los oligonucledtidos que se emplearon para la amplificacion de un fragmento de

1492 pb del gen de la proteina G del virus de rabia.

Gen Longitud (pb) Secuencia

Proteina “G" del virus de | Sentido (35-55) CCCCITCTGGITTTTCCATT

rabia. Antisentido  (1507- | ACGTITGGGGAGTGACTGAC
1527)

4. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes:

Pasos Temperatura Tiempo NUmero de ciclos
Desnaturalizacion 95°C 72 min 1
previa
Desnaturalizacion 95°C Imin 10 seg
Alineamiento 61.9°C 1min 30 seg 35
Extension 72°C 1 min 30 seg
Extension adicional 72 °C 10 min 1

5. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1% a 60 volts durante 20 minutos.
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7.13 Hibridacién de membrana de los productos de PCR con sonda radiomarcada con
2P,

1. La sonda se prepard y purificd previamente (ver anexo) y el marcaje se llevd a
cabo de acuerdo al protocolo de Redprime Il Random Prime Labelling Systems

(Amersham Biosciences, 1998).
2. Se precalentd el buffer de hibridacién a 65 °C.
3. La hoja de nylon se sumergidé en el buffer de hibridacion y se pre-hibridizd con

agitacién a una temperatura apropiada durante 15 minutos.

4, Para la preparacién de random primed, se desnaturalizd la sonda a una

temperatura de 95-100 °C durante 2-5 minutos y colocd inmediatamente en hielo.

5. Se adiciond suficiente volumen de la sonda al buffer de hibridacién para llevar a
cabo la concentracidon final de la sonda recomendada* y se mezcld

homogéneamente hasta asegurar una distribucion uniforme de la sonda.

6. La membrana se dejoé en agitacion constante durante 1 a 2 horas y media a 65 °C

para llevar a cabo la hibridacion.

7. Una vez transcurrido el periodo de hibridacién, se lavd la membrana de nylon en las

siguientes condiciones:

-50 ml de SSC 5x, 0.1% (w/v) de SDS a temperatura ambiente durante 20 minutos.
-50 ml de SSC 1x, 0.1% (w/v) de SDS a 65 °C durante 15 minutos.
-50 ml de SSC 0.1x, 0.1% (w/v) de SDS a 65 °C durante 15 minutos.

8. La membrana de nylon se colocd en un cassette para autoradiografia en contacto

con papel pelicula para rayos X.

9. El cassette de autoradiografia se mantuvo en congelacién a - 70 °C durante 48

horas.

10. Se reveld la membrana en un equipo Kodak BioMax.
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8) RESULTADOS Y DISCUSION.

Induccién de callos embriogénicos de maiz.

Los callos embriogénicos de maiz se indujeron con éxito en un 90% y sin presentar
contaminacion a partir de embriones inmaduros de la raza Tuxpefio en medio N6-i
siguiendo el protocolo establecido por Guerrero-Andrade (1998). El uso de embriones
inmaduros ha sido de gran utilidad tanto en pastos (Gamborg et al, 1970) como cereales:
Panicum (Lu y Vasil, 1981), trigo (Ozias-Akins y Vasil, 1982) y maiz (Green y Rhodes, 1982;
Green y Armstrong, 1985), en todos los casos, el 2,4-D ha demostrado ser un regulador de
crecimiento potente para estimular la expresion de totipotencia en cultivos primarios y

subsecuentes de la familia gramineas.

Este factor ha sido reconocido en cultivos embriogénicos de centeno (Deambrogio y Dale,
1980, citados por Vaisil, I., 1994), maiz (Green, 1982; Beckert, 1982; Vasil et al, 1984 y Torne et
al, 1990) y arroz (Bajaj y Bidani, 1980). De todos los reguladores de crecimiento, el 2,4-D ha
resultado ser de gran utilidad siendo empleado en el 57.1% de los cultivos embriogénicos
exitosos (Vasil y Vasil, 1980); aunque altas concentraciones de 2,4-D no son necesarias
para inducir la embriogenesis somatica, si lo son para preservar la naturaleza

desdiferenciada del cultivo (Emons y Kieft, 1995).

El 2,4-D es una auxina sintética que actua sobre las peroxidasas de la pared celular
ocasionando que pierdan su direccibn de division, de esta manera, estimula la
organizaciéon de las células para formar brotes o embriones (Miesfeld, 1999). En el caso
particular de maiz se han descrito los cambios presentes en el embrién. Las células del
escutelo comienzan a tener actividad de proliferaciéon, el nimero de organelos se
incrementan y se presentan cambios morfolégicos vacuolares y nucleares. Esta reaccion
se le llama de choque y se presenta en las primeras 24 horas de estar las células en
exposicion con el regulador de crecimiento. Después de esta respuesta, se presenta una
segunda donde se da inicio a la induccion del callo; a esta etapa se le designa como
respuesta de crecimiento siendo tanto la primera como esta segunda dependientes de la
presencia del 24-D caracterizandose por la actividad mitética en células sensibles a este

regulador de crecimiento (Broseman et al, 1997).

49



Las condiciones empleadas para la obtencion de callo embriogénico fueron similares a
las establecidas por Green y Phillips (1975) en cuanto a la edad del explante y la posicidn
del mismo. Particularmente, la orientacion del embridon permitié la proliferacion extensiva

del escutelo y minimizé la germinacioén (Green y Rhodes, 1983).

La formacion del callo se dio en areas localizadas en toda la superficie del escutelo
presentandose al término de la primera semana de incubacién en medio N6-i (figura 1).
Este resultado es similar a lo citado por Collins y Grosser (1984) ya que estos autores
sefialan que en algunas especies de gramineas, el callo se puede formar sobre la

superficie entera del escutelo.

Callo

/ embriogénico

escutelo

A R

Fig. 1. Formacion de callo embriogénico en el escutelo del embrion.
A. Vista lateral y B. Acercamiento.

Proliferacién del callo embriogénico y mantenimiento.

Una vez que se observo la presencia de callo embriogénico en toda la superficie del
escutelo (aproximadamente al termino de la segunda semana), éste se transfirid,
separandose el tejido madre (restos del escutelo) a medio de proliferacion N6-p fresco (de
acuerdo a Guerrero-Andrade, 1998) suplementado con la misma cantidad de la auxina
2,4-D y adicionado con 0.1 mg/L de la citosina cinetina lograndose la proliferacion. Se ha
enfatizado que la combinacion de 2,4-D con una citosina estimula la proliferacion de

callo embriogénico a que si se empleara Unicamente 2,4-D (Ammirato, 1983).
Los callos obtenidos presentaron una consistencia friable (disgregable), textura granular y

color de blanco a amarillento (figura 2) caracteristicas tipicas del callo tipo Il de maiz

(Green, 1982). Como describen varios autores, el callo tipo Il es suave, friable, con tasas de
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crecimiento rapido y puede mantener su capacidad embriogénica durante largos

periodos (Lu et al, 1982; Emons y Kieft, 1995).

Fig. 2. Callo embriogénico de maiz exhibiendo
las tipicas caracteristicas de tipo |l.

Los callos embriogénicos obtenidos mostraron ser altamente desdiferenciados, con poca
organizacion a simple vista y un alto indice de crecimiento, siendo necesario el subcultivo
cada dos semanas a medio fresco N6-p. Estas caracteristicas son similares a lo observado
por Green (1982). En el transcurso de los subcultivos se logré observar los proembriones en
la parte superficial del callo (figura 3), en aparte a la accion de la cinetina, pues las
citocininas estan involucradas en la iniciacion y desarrollo del embrion (Ammirato, 1983) y
se ha enfatizado que cinetina es efectiva para mantener el potencial de formaciéon de
embriones en medio de cultivo sélido por grandes periodos (Halperin, 1966) y ser la

responsable de inducir embriones en cultivo de centeno (Hu y Wang, 1986).

Fig. 3. Callo embriogénico de maiz con
embriones en etapa globular en la superficie.
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Cinética de crecimiento de callo embriogénico de maiz en presencia del herbicida

Basta®.

Se compararon las cinéticas de crecimiento de callos embriogénicos de maiz en
presencia o ausencia de fuentes de nitrébgeno reducido en cuatro concentraciones del
herbicida Basta®. En la graficas 1 (con fuentes de nitrégeno reducido) y 2 (sin fuentes de
nitrégeno reducido) se observa que la etapa exponencial en los tratamientos testigos Tl y
T1 (0 mg/L de Basta®) se presenta a partir del dia 3 manteniendo un crecimiento
constante y el punto de maximo incremento de peso fresco en Tl (grafica 1) se da en el
dia 20; para T1 (grafica 2) se presenta el dia 18. Después de ese dia se observa, en ambas

graficas, una etapa de desaceleracion teniendo su punto de menor incremento el dia 22.

CINETICA DE CRECIMIENTO DE PESO FRESCO DE
CALLOS DE MAIZ CRECIDOS EN PRESENCIA DE FUENTES DE NITROGENO
Y BAJO TRES DIFERENTES CONCENTRACIONES DE UN HERBICIDA (BASTA)

3.6
3.2
2.8

C

8 24

0

&

L 20

o

0

w

o 1.6
1o —m— T_| (0 mg/L)
’ —&— T_II (1 mg/L)
0. T_1l (2 mg/L)
’ ) 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 —o— T_IV.(3mg/L)

DIAS

Gréfica 1. Cinética de crecimiento de peso fresco de callos embriogénicos crecidos en cuatro
diferentes concentraciones de Basta® con fuentes de nitrégeno reducido.
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE PESO FRESCO DE CALLOS
DE MAIZ CRECIDOS EN AUSENCIA DE FUENTES DE
NITROGENO Y BAJO TRES DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE UN HERBICIDA (BASTA)

3.2

PESO FRESCO (g)

—&— T_1 (Omg/L)

—&— T_2 (Img/L)

T_3 (2mg/L)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 - T_4(3mg/L)
DIAS

Grafica 2. Cinética de crecimiento de peso fresco de callos embriogénicos crecidos en cuatro
diferentes concentraciones de Basta® sin fuentes de nitrédgeno reducido.

Si bien, las dos cinéticas presentan el aumento mayor de peso fresco, con respecto a los
tratamientos restantes, entre éstas se pueden apreciar diferencias: la etapa de
desaceleracién es mas pronunciada y el crecimiento menor a lo largo del tiempo en T1
(gréfica 2) con respecto a Tl (grafica 1); lo mismo se exhibe en el punto de incremento
mayor, pues Tl presenta un peso de 3 g mientras que en T1 es menor a 2.5 g y la oxidacion
se manifiesta de manera mas temprana en este ultimo (figura 4). Esto posiblemente se
deba a la presencia de fuentes de nitrégeno reducido que estan favoreciendo el

crecimiento del callo en el testigo TI.

Fig. 4. Comparacion entre controles negativos.
Se aprecia que el crecimiento es mayor y la oxi-
dacion menor en A. (Tl) a diferencia de B. (T1).
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El nitrégeno reducido interviene, ademas del nitrato, tanto en la iniciacion como
maduracién de los embriones y ayuda a que el crecimiento sea establecido. La fuente de
nitrdgeno reducido puede estar en la forma de un complejo, una mezcla de aminoacidos

0 un simple aminoacido como L-glutamina o L-alanina (Hodges et al, 1986).

En los tratamientos Tl y T2 (1 mg/L de Basta®) se aprecia un incremento de peso fresco en
los primeros dias (dia 3 al 10) siendo ligeramente mayor en este ultimo (grafica 2) con
respecto a su testigo y homologo. El punto de mayor incremento de peso fresco para Tl
tuvo lugar el dia 22 (gréfica 1) y para T2 el dia 18 (grafica 2) y su punto de menor
incremento para este mismo tratamiento se presento el dia 22 y para Tll el dia 18. Si se
comparan los tratamientos Tl y T1 con TIl y T2, estos Ultimos manifiestan un crecimiento
menor; este comportamiento se debe a la presencia de Basta®, el cual, esta afectando

su metabolismo aun cuando la concentracién sea la mas baja.

El glufosinato de amonio (Basta®) es un compuesto sintético que proviene de la
fosfinotricina (obtenida a partir del bialafos producido por Streptomyces hygroscopicus).
La fosfinotricina (PPT) es un tripéptido conformado por un analogo del acido L-glutamico y
dos residuos de alanina. El PPT es comercializado como un herbicida no selectivo por

Hoeschts como glufosinato de amonio (Lea, 1991).

El PPT es un potente inhibidor de la glutamina sintasa (GS); esta enzima juega un papel
importante en la asimilacion de amonio y la regulaciéon del metabolismo del nitrbgeno en
las plantas y es la Unica enzima que puede desintoxificar el amonio liberado producido
por la reduccion al nitrato, degradacion de aminoacidos y fotorespiracion (De Block et al,
1987).

Para en tratamiento Tlll (grafica 1) y T3 (grafica 2) con 2 mg/L de Basta®, el dia con mayor
crecimiento para el primero se presenta el 18 y para el segundo el dia 12. Los puntos de
menor peso fresco se dan el dia 20 tanto para Tl como para T3 manteniéndose de la
misma manera hasta el dia 22. El peso fresco es menor en ambos tratamientos con
respecto a Tlly T2 y mucho menor si se comparan con sus testigos respectivamente (Tl y T1)
mostrando una relaciéon inversamente proporcional, es decir, a mayor concentracion de

Basta® menor peso fresco.
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En el caso del tratamiento TIV con 3 mg/L de Basta® (grafica 1) se observa el punto de
mayor peso fresco el dia 17 y para T4 el dia 13 (grafica 2). Ambas cinéticas coinciden en
el dia 22 como el punto con menor peso fresco. Al comparar, individualmente, TI, TIl y Tl
contra TIV (gréfica 1) se aprecia que en este Ultimo tratamiento el callo embriogénico de
maiz esta mas dafiado. Este mismo patron se manifiesta en la grafica 2, ya que TIV y T4
tienen la mas alta concentraciéon del herbicida. Cabe mencionar que, estadisticamente,
hubo diferencias significativas dentro de los tratamientos asi como entre ellos, pero el
resultado obtenido en TIV y T4 indica que esta concentracion de Basta® es la mas
perjudicial, pues afecté de manera significativa el incremento de peso fresco (ANOVA

con una p=0.05; ver anexo).

Si se compara exclusivamente TIV con T4 (graficas 1 y 2) se observa que, el primero
presenta un peso fresco superior al segundo (1.5 g y 1 g respectivamente) pese a que
ambos tienen la misma concentracion del herbicida; esta diferencia puede ser debida a
la presencia de fuentes de nitrégeno reducido (que es la Unica diferencia) y que esté
contribuyendo a favorecer el crecimiento en TIV pese a la presencia de Basta®; por
consiguiente se establecidé que la seleccién de callos embriogénicos de maiz seria con 3

mg/L de Basta® con fuentes de nitrdgeno reducido.

El tratamiento en Sinapsis alba con PPT causé un decremento rapido en los niveles de
glutamato, glutamina, aspartato, asparagina, glicina y serina (Malcom et al, 1993).
Ademas, Lea (1991) encontré6 que la eliminacidn de la glutamina causada por el
glufosinato seria la causa primaria del cese de la fotosintesis. Simultaneamente,
tratamientos con glufosinato y glutamina resultaron en un efecto reducido del herbicida
en la fotosintesis a pesar de los altos niveles de amonio, de tal manera que la glutamina

parece disminuir la toxicidad del amonio acumulado.

Ganancia de peso fresco.

Respecto a la ganancia, se puede observar en la grafica 3, el tratamiento control TI
presenta la mayor ganancia de peso fresco en el dia 2, en cambio el T1 lo exhibe el dia 6
(grafica 4). El punto de menor ganancia para Tl se da en el dia 20 (hasta el 22)
coincidiendo con el punto de menor peso fresco en la cinética (grafica 2), mientras que
en Tl no hay perdidas a los largo del tiempo debido, posiblemente, a la aportaciéon de

aminoacidos y vitaminas del coctel 20.
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Grafica 3. Ganancia de peso fresco de callos embriogénicos de maiz con fuentes de
Nitrégeno reducido.
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Grafica 4. Ganancia de peso fresco de callos embriogénicos de maiz sin fuentes de
Nitrégeno reducido.
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El nitrdgeno reducido juega un papel importante en el desarrollo de las células
determinadas embriogénicamente en medio con 2,4-D, facilitando la proliferacion y
mantenimiento del callo tipo II (Ammirato, 1983). Se ha observado que la glutamina y
glutamato son parcial o completamente exitosos en reemplazar el amonio. Kamada y
Harada (1979a) observaron el efecto de varios aminoacidos en presencia de 2,4-D y 20
mM de nitrato de potasio; el efecto del nitrégeno de los aminoacidos se vio reflejado

directamente en el desarrollo de células determinadas embriogénicamente.

Se observé el mismo punto de maxima ganancia de peso fresco tanto para TIl (grafica 3)
como T2 (grafica 4) en el dia 2, mientras que el de menor ganancia se presenta en el dia
16 para Tll y en dia 20 para T2. Comparando T2 con Tll, en éste primero se observa que las
areas necrosadas (muerte celular) son mas evidentes (figura 5) y la ganancia en general
menor. Como se menciond anteriormente, el herbicida Basta® actla en las plantas
blogueando la ruta de asimilacion del nitrébgeno (nitratos) y amonio provocando

intoxicacion y, por lo tanto, muerte celular (Arteaca, 1996).

Fig. 5. Comparacion entre tratamientos homaologos.
Se aprecia que el crecimiento en T2 es menor a Tll.

En el caso de los tratamientos TIII-T3 y TIV-T4 coinciden en el dia 2 como el punto de mayor
ganancia de peso fresco (graficas 3 y 4). En referencia al punto de menor ganancia, Tl
(gréfica 3) en el dia 16 y T3 en el dia 22 (grafica 4). Para el caso de TIV y T4, también
presentaron en el dia 22 como el punto de minima ganancia. Al igual que en el
tratamiento anterior, se observa el mismo comportamiento, pues Tlll y TIV presentan mayor

ganancia y menor oxidacion que T3y T4 (figura 6).

57



™ 14

.-

Fig. 6. Comparacion entre tratamientos homaologos. Tanto Tlll como TIV
presentan menos dafio y oxidacion que T3 y T4 respectivamente.

Cabe sefialar que el mismo comportamiento global presente en las cinéticas de
crecimiento (graficas 1 y 2) prevalece, de la misma manera, entre las ganancias (graficas
3y 4), pues a nivel general, la menor ganancia de peso fresco se presenté en TIVy T4 en
comparacioén a los demas tratamientos (respectivamente) y de entre ellos, TIV (grafica 3)
presenta menor pérdida en cuanto a cantidad de peso fresco asi como en numero de

dias que T4 (grafica 4) reflejandose también en el aspecto morfolégico (figura 7).

Fig. 7. Comparacion entre TIV y T4 en el dia 22.
Se observa una completa oxidaciéon y muerte
celular en el callo T4.

La comparacion entre el ensayo con fuentes de nitrégeno reducido y en ensayo carente
de éstas, sugieren de manera general, que los callos menos afectadas (grafica 1 y 3)

estan empleando a los aminoacidos del coctel 20 como una ruta alternativa de nitrégeno.

El cbctel 20 consiste de una mezcla de aminoacidos y vitaminas que incluye la L-

glutamina, L-asparagina y el acido glutamico. Hu y Wang (1986) concluyeron que la
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glutamina fue la mas efectiva en la induccion del crecimiento del embridn in vitro y la
asparagina, también, fue efectiva en Datura. Posiblemente por ello, el céctel 20 al
contener esos aminoacidos favorece el crecimiento de los callos embriogénicos y el

desarrollo de embriones somaticos.

Aunado a lo anterior, Kamada y Harada (1979a; 1979b) demostraron que de todos los
aminoacidos, la L-glutamina parece jugar un papel especial, pues este aminoacido fue el
gue mas rapido produjo embriones somaticos en zanahoria mientras que la a-alanina fue
mas efectiva en incrementar la frecuencia de desarrollo del embrion. Ademas, glutamato,
prolina, arginina y una combinacioén de los dos ultimos aminoacidos han demostrado que
proporcionan una reduccion de los efectos adversos en el crecimiento del callo de arroz

por parte del glufosinato (Manderscheid y Wild, 1986).

Por dltimo, la bibliografia menciona que las fuentes de nitrégeno importantes para las
plantas son los nitritos, nitratos y el amonio, las cuales son fuentes principales e inmediatas
considerandoseles como inorganicas. En el caso de los aminoacidos, estos constituyen
también una fuente de nitrédgeno pero de tipo organico, el cual es utilizado por las plantas
para su crecimiento puesto que suministran una aportacion de nitrbgeno aprovechable
para que se lleve a cabo dicho proceso de crecimiento en las plantas (Devlin, 1982). Por
todo lo anterior, es entendible la diferencia mostrada entre los callos embriogénicos de

maiz crecidos en ausencia de coctel 20.

Cobombardeo de callos embriogénicos de maiz con pistola de baja presion.

Debido a las dificultades que aun presentan los protocolos para transformar maiz con
Agrobacterium se decidi6 emplear la biobalistica para lograr el objetivo general de
introducir el gen de la proteina G del virus de rabia empleando el protocolo de

cobombardeo establecido por Guerrero-Andrade (1998).

Se eligi6 el grosor de 3 mm de la capa de callo embriogénico a bombardearse debido a
qgue algunos estudios han mostrado que el ADN adsorbido en los microproyectiles
generalmente penetran sélo las primeras dos capas celulares (Kausch et al, 1995).
Guerrero-Andrade (1998), obtuvo la regeneracion de plantulas de maiz transgenicas bajos

estas condiciones.
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Los embriones inmaduros han sido de los explantes mas usados cominmente para la
regeneracion de plantas en cereales por ser un sistema particularmente util para la bio
balistica y la produccion de plantas transgénicas (Vasil, 1994). La eleccion de callo
embriogénico tipo Il de maiz que se empleo en este trabajo obedecié a las siguientes
razones: este tipo de callo es suave y prolifera en un alto indice mas que el callo tipo |,
estos constituyen factores que pueden contribuir a una alta densidad de células
transformadas y un alto indice de propagacion de tejido transgenico (Aulinger et al, 2003).
Hazel et al (1998) establecidé que un alto indice de divisidbn celular es un requerimiento

importante para el éxito de la transformacion.

La eleccion del callo tipo Il de maiz cumple con los requisitos necesarios de un sistema
celular receptor para lograr una transformacion util, el cual incluye las siguientes
consideraciones: (i) las células blanco deben ser accesibles o competentes para la
introduccion del ADN foraneo; (ii) las células receptoras deben de ser competentes a una
transformacion integrativa donde aspectos como la oportunidad de la introduccion de
ADN durante el ciclo celular y/o la capacidad para la recombinacién deben de ser
importantes; (iii) las células deben de ser capaces de sostener la divisidon celular después
de la transformaciéon para permitir el desarrollo de un sector clonal transformado que
pueda ser seleccionado y (iv) aquellos sectores clonales deben de retener la capacidad

morfogenética para la regeneracion de plantas fértiles (Kausch et al, 1995).

Aparte de contar con un buen explante que funcione como un sistema celular receptor,
es importante considerar que el éxito y la utilidad de un sistema de transformacion en
plantas dependen, en mucho, de los niveles de expresion de los genes introducidos. Se
empleo el promotor de Ubiquitina de maiz (Ubi) para manejar la expresion del gen de la
proteina G del virus de rabia, pues se menciona que la construccién del plasmido basado
en este promotor ha demostrado dar los niveles mas altos en la expresion de genes en
varias especies de cereales (Cornejo et al, 1993; Gallo-Meagher et al, 1993 y Taylor et al,
1993) y se ha empleado en la obtencién de plantas transgenicas de arroz, trigo y centeno
(Vasil, 1994). Por su parte, Christensen et al (1992) observaron un incremento de 10 veces
en la expresion del gen cat cuando estuvo bajo el control de Ubi comparado con el

promotor CaMV 35S.

El incremento del agente gelificante (Gellan™)de 2.5 a 3 mg/L en el medio de cultivo,

donde se colocaron los callos embriogénicos 24 horas después del bombardeo y seis dias
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después del mismo, constituyd un tratamiento osmaético para favorecer la transformacion.
No se observé dafio masivo en el callo embriogénico durante el bombardeo ni en los seis
dias proseguidos a este. Una de las razones por las que se emplea un tratamiento
osmotico en el bombardeo de particulas, obedece a que el efecto osmdtico en las
células bombardeadas proporciona una reduccidon en la presion de la turgencia,

previniéndolas de la ruptura y el entallamiento celular (Kemper et al, 1996).

Aunado a lo anterior, Vain et al (1993) y O’Connor-Sanchez et al (2002) donde prueban
diferentes concentraciones de manitol y/o sorbitol para proporcionar el estado
plasmolizado en las células, en este caso se observé que el incremento de la
concentracion de Gellan™ resultd ser suficiente para prevenir el dafio celular y, por lo
tanto, disminuir el impacto provocado por la entrada de las microparticulas favoreciendo

de una manera preeliminar a la transformacion.

Expresion transitoria.

La expresion transitoria se llevo a cabo de acuerdo al protocolo de Jefferson et al (1987),
24 horas después del cobombardeo en tres callos seleccionados al azar con el plasmido
pWR-21/UB1 y tres con el PGHCNS/MAR. Para los controles positivo y negativo solo se
escogio uno de cada uno. Los callos permanecieron 48 horas en presencia del sustrato X-

gluc™,

Entre los genes reporteros mas disponibles, el gen gus es el mas ampliamente usado en la
transformacién de plantas a pesar de que este tipo de ensayo es de naturaleza
destructiva (Gordon-Kam et al, 1990; Wallters et al, 1992; Register Ill et al, 1994; Vasil, 1994,
Zhong et al, 1996 y O’Connor et al, 2002). La realizacién de expresidn transitoria en maiz
fue tempranamente usada por Klein et al (1988a) empleando la biobalistica para
introducir un gen quimérico de la p-glucoronidasa en células de suspensibn de maiz
detectando el producto de la reacciéon de la enzima GUS con un sustrato sintético y

determinando el numero de células que recibieron el gen foraneo.

Una vez que transcurrid el tiempo de incubacién, el control positivo presenté como se
esperaba, la caracteristica coloracion azul intenso, resultado de la accién enzimatico de
GUS sobre el sustrato del X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indol glucoronido). En cambio, el

control negativo no lo presentd puesto que solo se bombardeo con balas carentes de
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ADN. Respecto a los tratamientos con ambos tipos de plasmidos, también se observo la
coloracion azul intenso en la mayor parte de la superficie del callo lo que indica que si
penetraron las balas a la célula y, ademas, muestra que el cobombardeo se llevé a cabo
de una manera satisfactoria (figura 8). De acuerdo con Klein et al (1993), la mayoria de las
células que expresan la B-glucoronidasa contienen una particula dentro del ndcleo pues

las células con una particula en el citoplasma raramente expresan el gen.

A R

Fig. 8. A. Expresion transitoria de callos co-bombardeados a. pWR-21; e. MARS;

c y h. control positivo (C+); b y f. control negativo (C-); dy g. ST. B. Vista
cercana del callo (a) delimitando las areas que presentan la coloracion azul
intenso.

La combinacién entre acortamiento de tiempo y alta expresidbn que ofrece este método
histoquimico ha hecho util al ensayo de expresion transitoria en cereales por ser un
sistema que permite una evidencia visible de la transferencia y expresiéon del gen foraneo,
y las diferencias en la expresion son facimente monitoreadas a simple vista o
cuantificando por medio de un ensayo fluorométrico (Morrish et al, 1993). Cabe
mencionar que en este tipo de ensayos, la mayoria del ADN transferido aparece por estar
libre en el ndcleo, a diferencia de una transformacion estable donde el ADN se haya

integrado en el cromosoma (Morrish y Fromm, 1992).
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Seleccidén positiva de callos transformados con glufosinato de amonio (Basta®).

Los callos cobombardeados se mantuvieron en las cajas Petri durante una semana en
condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo. Transcurrido este tiempo, se
transfirieron a frascos pequefios (figura 9) en medio N6-p con fuentes de nitrégeno
reducido y con 3 mg/L de glufosinato de amonio (ingrediente activo del herbicida
Basta®). Esta concentracion se eligid6 de acuerdo al resultado obtenido mediante las
cinéticas de peso fresco. Los subcultivos se realizaron cada dos semanas en dicho medio

de seleccioén.

Fig. 7. Callo embriogénico de maiz co-bombardeado en medio
con 3 mg/L de Gellan ® (izq). Callo embriogénico en medio con
seleccion con 3 mg/L de Basta® (der).

La seleccion con Basta® o bialafos ha sido exitosamente empleada para recuperar lineas
transformadas en maiz (Fromm et al, 1990; Gordon-Kamm et al, 1990) siendo mas efectiva
cuando la seleccién se continua a través de todas las etapas del cultivo hasta la
regeneracion, pues la estrategia principal para la seleccion de células transformadas esta
basada en la inhibicién selectiva del crecimiento de células no transformadas o de tipo
silvestre sin afectar de manera significativa a las que si estan transformadas (Vasil, 1994).
En base a esto, se opto por emplear un herbicida en lugar de un antibiético como agente

de seleccion.

El finalizar la primera semana de estar los callos en medio de cultivo con el agente de
seleccibén, se observaron zonas necrosadas de color café presentando oxidacién, lo que
indica que en ese sector del callo hay muerte celular ya que las células no expresaron el
gen de seleccioén bar vy, por lo tanto, no lo incorporaron (figura 10). Lo anterior es debido a

que la fosfinotricina inhibe la enzima glutamina sintasa provocando una acumulaciéon

63



rApida de amonio en la célula causando intoxicacion y muerte celular (Gordon-Kamm et
al, 1990).

7\/

70

Fig. 10. Callo embriogénico en seleccidn con
3 mg/L de Basta®. ZO indica areas oxidadas
y/o0 necrosadas y ZV indica areas viables.

En contraste, en el mismo callo se apreciaron zonas de color blanco amatrillento y zonas
conformadas por embriones que presentaron un color verde, lo que indica la viabilidad
del callo sefialando que dichas células si lograron incorporar el gen de seleccién bar al
genoma nuclear vegetal y que, por ende, se expreso pues mantuvo dichos sectores libres

de la intoxicacion del herbicida y en proliferacion constante (figura 10).

El gen bar, de Streptomyces hygroscopicus, codifica para la enzima fosfinotricina acetil
transferasa (PAT) que provee resistencia al herbicida Basta® inactivando el compuesto
activo del herbicida por medio de la acetilacion (Tompson et al, 1987). Por ello, las células
transformadas con bar son capaces de crecer en indices normales en medio con el
agente de seleccién mientras que las células no transformadas carecen de esta actividad
(Wan et al, 1994).

Ademas, este gen ha sido empleado para la seleccién de las principales especies de
cereales como trigo, arroz, maiz, centeno, sorgo y avena. El uso de un gen de resistencia a
herbicida tiene la ventaja de contribuir a la producciéon de una planta transgénica de
utiidad agrondmica, sin la presencia de un gen marcador de resistencia innecesario

como los de resistencia a antibidtico (Vasil, 1994).
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Estos resultados obtenidos van de acuerdo con lo mencionado por Fromm et al (1990), en
donde, la mayoria de los callos de maiz resistentes a PPT permanecieron embriogénicos
indicando que ese agente selectivo no destruye la capacidad embriogénica de las

células.

En el caso de los controles positivos, estos presentaron condiciones similares a los callos
bombardeados con la mezcla de plasmidos, en cambio, el control negativo mostré un
grado de necrosis mayor, ademas de que su permanencia duro sélo hasta el segundo

subcultivo, pues al término de éste se oxidé completamente (figura 11).

Fig. 11. Comparacion entre control negativo
(der) y control positivo con el gen bar de la se-
leccion (izqg). Se observa en el segundofrasco
muerte celular y oxidaion.

La seleccion se mantuvo durante tres meses en las mismas condiciones ya antes descritas
y en cada subcultivo, al callo embriogénico se le retiraron los sectores oxidados y/o

necrosados.

Regeneracion y aclimatizacidon de plantas de maiz a partir de callos embriogénicos co-

bombardeados.

Para la obtencion de plantas de maiz se llevo a cabo la germinacion de embriones
somaticos de callos cobombardeados, disminuyéndose la concentracion de 2,4-D y
cinetina a la mitad, y manteniendo la concentraciéon de glufosinato de amonio. Al término
de la primera semana, se observaron varios embriones con forma redonda y color verde

en la superficie del callo (figura 12). Esto se debe probablemente, a la disminucion de 2,4-
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D, pues como se indico anteriormente, esta auxina sintética contribuye a evitar la
maduracién y diferenciacién del embrién asi como su germinaciéon (Ammirato, 1983;
Emons y Kieft, 1995).

Fig. 12. Callo embriogénico de maiz en medio de
regeneracion. En la zona mas superficial se apre-
cian los embriones soméaticos con pigmentacion
verde.

La germinacion de los embriones se hizo evidente con la emergencia de la raiz al finalizar
el primer subcultivo (Figura 13A); al término del segundo subcultivo se apreciaron los brotes
de las primeras plantulas (figura 13B) manteniendo las mismas condiciones de cultivo. Para
evitar la presencia de escapes o mosaicos en las plantas regeneradas, se mantuvieron
dichas plantulas en medio de seleccién y, con base a lo expresado por Morrish et al (1993),
entre mas tiempo permanezcan las plantas transgenicas en seleccion se asegura una alta

probabilidad de obtener plantas que expresen el gen bar.
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Fig. 13. A. Embrién somatico germinado. B. Brotes de plantulas.

Como se ha mencionado, el herbicida Basta®, de amplio espectro, es un marcador de
seleccibn comunmente usado para obtener plantas de maiz transgénicas y de otros
cereales de importancia como arroz, avena, trigo y centeno (Vasil et al, 1993). Asimismo,
la mayoria de los cereales son regenerados bajo condiciones in vitro, via formacion de
embriones somaéticos, los cuales, se desarrollan directa o indirectamente de una sola
célula evitando no Unicamente la posibilidad de obtener quimeras sino también plantas
con aberraciones genéticas por la fuerte seleccion durante el desarrollo de embriones

somaticos (Vasil, 1994). En este caso cada plantula tuvo su origen en un embrién somatico.

Para el tercer subcultivo se omitié la adicidon de reguladores de crecimiento para permitir,
aun mas, la maduracién y germinacién de los embriones; la concentracién de glufosinato
de amonio se mantuvo con la finalidad de hacer estricta la seleccion. Las plantulas que
expresaron el gen bar manifestaron un color verde, el desarrollo de hojas nuevas asi como
la presencia de un sistema radicular mas definido y desarrollado (figura 14A) a diferencia
de algunas pocas plantulas que presentaron un amarillamiento de las hojas con oxidacion

de otras y un pobre o nulo crecimiento de las raices (figura 14B).
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Fig. 14. A. Brotes de plantulas en medio de regeneracion.
B. Plantula de maiz necrosada.

La inhibicion de la actividad de la GS por el glufosinato de amonio permite la rapida
acumulacion de altos niveles de amonio bajo condiciones en las que parece ser que el
nitrito esta siendo reducido en relacién con el proceso fotosintético y/o de fotorespiracion.
Por otra parte, la acumulacion de amonio esta acompafiada por el cese de la fotosintesis,

disrupcion de la estructura del cloroplasto y vesiculacion del estroma (Kirkwood, 1987).

En el cuarto subucltivo, se mantuvo la supresion de los reguladores de crecimiento y la
concentracion de glufosinato de amonio se redujo a 1.5 mg/L, es decir, a la mitad. En esta
etapa se observo el crecimiento de las plantulas tanto en tamafio, nimero de hojas asi

como en el desarrollo de la raiz (figura 15).

Fig. 15. Planta de maiz regenerada
en etapa de 3 hojas.
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Las plantas, en condiciones in vitro, alcanzaron un tamafio de 4-6 cm en un lapso de 8
semanas a partir de la germinacion del embridbn; entonces, se procedié a la
individualizacion, lo que significo separarlas del resto del callo y se mantuvieron en medio
sin 2,4-D y cinetina con el agente de seleccién a la mitad. En plantas con mas de 10 cm
de altura (entre las 10 y 12 semanas a partir de la germinacioén) se mantuvieron en medio
sin reguladores de crecimiento y sin agente de seleccidn; cuando desarrollaron un sistema
radicular vigoroso se procedid a su aclimatizacién en condiciones de invernadero (figura

16) (ver materiales y métodos).

Fig. 16. Plantas de maiz regeneradas (izq) y plantas indivi—
dualizadas (der).

Se obtuvo un total de 188 plantas regeneradas en condiciones in vitro del cobombardeo
con la mezcla de plasmidos pWR-21/UB1+ pCAMBIA 3301 y 194 plantas regeneradas del
cobombardeo con la mezcla del plasmido PGHCNS-MARS + pCAMBIA 3301 bajo las
mismas condicion. Autores como Gordon-Kamm et al (1990) regeneraron un total de 76
plantas de la linea celular SC82 y 219 plantas de la linea celular SC716 de las cuales, 35
alcanzaron la madurez; Spencer et al (1992) regeneraron 219 plantas; Register Ill et al
(1994) obtuvieron 95 plantas regeneradas de 75 eventos independientes; Zhong et al (1996)
regeneraron 5 plantas de cada una de las 10 agrupaciones y O’Connor et al (2002)
regeneraron 29 lineas. Mientras que en este trabajo, la cantidad obtenida de plantas de
maiz regeneradas se considero exitosa de tal manera que el sistema de regeneracion

empleado fue el adecuado.
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La regeneracion de plantas a partir de callo tipo Il, derivado de embriones inmaduros, ha
sido el sistema de transformacion/ regeneracibn mas reproducible descrito para maiz
(Pesitelli y Sukhanpida, 1995; Rusell y Fromm, 1996; van der Ges y Petolino, 1998; Sidorenko
et al, 2000; Srivastava y Ow, 2001 y O’Connor et al, 2002).

Las plantas en condiciones de climatizacidn crecieron a una altura promedio de 1-1,30
metros (figura 17A) y algunas presentaron una espigacion andmala al igual que la
formacion de la mazorca (figura 17B). Las anormalidades presentes en las plantas
regeneradas, puede deberse al estrés al que estuvieron sometidos los callos por parte del
herbicida y el tiempo en el que permanecieron tanto del agente se seleccién, como del

regulador de crecimiento provocando variacion somaclonal.

A o4\

Fig. 17. A. Plantas de maiz en condiciones de invernadero. B. Planta con
anormalidad fenotipica.

Anormalidades morfolégicas similares en plantas regeneradas de maiz han sido
previamente descritas por Lowe et al (1985), Rhodes et al (1988), Gordon-Kamm et al
(1990), D’Halluink et al (1992), Walters et al (1992), Zhong et al (1996) y O’Connor et al
(2002).

La variacion entre plantas regeneradas a partir de cultivos de tejidos ha sido denominada
como variacion somaclonal (Larkin y Acowcroft, 1981). En la variacion somaclonal se
tienen en cuenta ciertos factores como: el régimen de cultivo (intervalo del subcultivo y
condiciéon fisica del medio) y componentes del medio; especialmente hormonas y
reguladores de crecimiento han demostrado su influencia sobre el estatus citolégico de

las células en cultivo. La variacion somaclonal tiende a incrementarse con la duracién del

70



crecimiento in vitro y la inestabilidad cromosomica esta frecuentemente asociada con el

crecimiento del callo desorganizado (Bayliss, 1980; Lee y Phillips, 1988).

La regeneracion eficiente de plantas normales y fértiles a partir de cultivos celulares es un
requerimiento critico del mejoramiento molecular y genético en plantas. La notoria
naturaleza recalcitrante de las especies gramineas ha sido superada por el tejido de
cultivos inmaduros y desdiferenciados asi como explantes de organos en etapas definidas
del desarrollo en medio nutritivo con altas concentraciones de auxinas fuertes asi como
2,4-D (Vasil, 1993). El método empleado para regenerar plantas en este trabajo siguio
estos lineamientos, de ahi que se logré obtener una cantidad apropiada de plantas in

vitro.

Identificacién del transgen de interés por PCR.

Se extrajo el ADN de 16 plantas adultas de maiz regeneradas (8 correspondientes a la
mezcla de plamsidos pWR-21/UB1 + pCAMBIA 3301 y 8 correspondientes a la mezcla de
plasmidos pWR-21/UB1-MARS + pCAMBIA 3301) y se analizaron por medio de la técnica de
PCR amplificando el gen de la glicoproteina del virus de la rabia mediante el uso de los
siguientes primers en sentido: CCCCITTCTGGTITITCCATT y antisentido:
ACGTITGGGGAGTGACTGAC.

Para verificar la introduccion y expresion del transgen de interés en una planta dada se ha
optado por el empleo de diversas técnicas: Northen blot (a nivel mensajero transcripto),
Southern blot (a nivel ADN) o Westhern blot (a nivel proteina). Varios autores han obtenido
resultados empleando una o mas de estas técnicas (Gordon-Kamm et al, 1990; Spencer et
al, 1992; Walters et al, 1992; Bronwyn et al, 1994; Register Il et al, 1994; Wan et al, 1995;
Zhang et al, 1996 y Aulinger et al, 2003).

Otro método también de verificacién es por medio de la amplificacién directa del ADN
usando la PCR. La amplificacion del ADN por PCR es un método usual para detectar

secuencias que son Unicas para genes especificos (Holden et al, 2003).
La técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), ha sido usada para demostrar

la presencia de ADN foraneo en el genoma de las monocotiledéneas permitiendo un

rapido analisis de un gran nimero de muestras (Morrish et al, 1993). Ademas, es uno de los
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métodos mas comunmente usados para identificar la presencia de organismos

genéticamente modificados (GMOs) (Delano et al, 2003).

Desde los primeros reportes de transformacion en maiz hasta reportes mas recientes, se ha
empleado la técnica de PCR para el analisis de las lineas transformadas. Por ejemplo,
Fromm et al (1990) utilizaron esta técnica para identificar el promotor CaMV 35S y el gen
bar y Walters et al (1992) confirmaron, en callos de maiz, la presencia del gen gus al igual
que Zhang et al (2002). En este caso se empled la técnica de PCR para verificar la
presencia del gen G del virus de rabia. Como se muestra en la figura 18, se logro
amplificar las bandas correspondientes al tamafo esperado de 1492 pares de base que
es el peso del gen de la glico proteina del virus de rabia, sin embargo, las bandas se
muestran apenas perceptibles para las lineas S15, S16, S37, S2 y S11 e imperceptibles en las

lineas restantes.

Fig 18. Deteccion del gen de la proteina G del virus de la rabia por PCR en plantas de
maiz transformadas. M: marcador DNA A digerido con EcoR1/ Hindlll; CN: Agua; C+:
gen de la glicoproteina del virus de rabia (1492 pb); S/T: planta sin transformar; S1, S2,
S3, S6, S9, S11, S13, S14, S15, S16, S19, S23, S35, S37, S38 y S39: plantas de maiz transfor--
madas. Los dvalos delimitan las bandas de interés.

Hibridacién de membrana de los productos de PCR con sonda radiomarcada con 32P,
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Debido a lo anterior, se procedié a transferir los productos de PCR contenidos en el gel de
agarosa a una membrana de nylon e hibridizarla con la sonda de la glicoproteina para
asegurar la presencia de la banda correspondiente al transgen de interés en las muestras.
De la hibridacién se pudo determinar la presencia de la banda de interés en 12 de las 16
lineas analizadas en total (figura 19), sin embargo se aprecia también la presencia de una
segunda banda que se supone, corresponde a los oligos que se estan pegando un poco

mas al interior del gen.

Fig 19. Hibridacion de los productos de PCR con la sonda del gen de la pro-
teina G del virus de rabia. S/T: planta sin transformar; C+: gen de la glico----
proteina del virus de rabia (1492 pb); S1, S2, S3, S6, S9, S11, S13, S14, S16, S19,
§23, S35, S37, S38 y S39 corresponden a las muestras seleccionadas en base
al resultado obtenido por PCR:

En base a este resultado, se procedié a clonar la banda, a partir del producto de PCR,
que se observé al mismo nivel respecto al control positivo para asegurar que es,
efectivamente, el transgen de interés mandandose a secuenciar. El resultado del
alineamiento de secuencias (BLAST) indicé que la banda alineada a la misma altura que
la correspondiente al control positivo, pertenece con una identidad del 98% al gen de la
glicoproteina del virus de rabia (grafica 5) indicando, por lo tanto, que las lineas S2, S3, S6,
S11, S13, S14, S19, S23, S35, S37 y S38 incorporaron el transgen de la proteina G del virus de
rabia en su genoma es decir, el 73.33% de las lineas analizadas confirmando que se logro

obtener plantas transgenicas de maiz.
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Grafica 5. Producto de secuenciacién indicando el porcentaje de identidad (en rojo) de
La comparacion entre las bandas de interés (producto de la hibridacién) y la secuencia
Vnukovo-32 reportada en NCBI con niumero de acceso X71879.

En el presente trabajo se empled el cobombardeo. Para este caso, los dos plasmidos son
mezclados durante el proceso de cubierta de los proyectiles; conjuntamente, las
concentraciones de los plasmidos deben ser ajustados para prevenir la segregacion
inducida al ADN de los proyectiles. La posibilidad de que dos o mas plamidos adheridos a
un simple proyectil y mas de un gen estén siendo incorporados dentro del genoma del
tejido blanco es, en teoria, considerablemente menor que cuando los genes de interés

estan siendo acarreados en el mismo plasmido (Southgate et al, 1995).

No obstante, se logro obtener, como se menciond anteriormente, un 73.33% de plantas
transgénicas que demostraron poseer el transgen de interés debido a que se ajustaron las
concentraciones de los plasmidos de tal manera que, el plasmido con el gen de la
glicoproteina del virus de rabia estuvo a una concentracion 9 veces mayor con respecto
al plasmido que porté el gen de selecciéon y el gen reportero. Autores como Guerrero-
Andrade (1998, 2000) y Rojas-Anaya (2005) han empleado el cobombardeo para expresar

transgenes en maiz y zanahoria, respectivamente, obteniendo resultados satisfactorios.

La biobalistica ha permitido la transformacién de cereales importantes como el maiz
(Fromm et al, 1990; Gorddn-Kamm et al, 1990), avena (Sommers et al, 1992), trigo (Vasil et
al, 1992), centeno (Wan y Lemaux, 1994) y arroz (Li et al, 1993). Asimismo, en la mayoria de

las publicaciones de transformacidn en maiz, las plantas transgenicas fértiies se han
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regenerado de células obtenidas en suspension a partir de callo embriogénico tipo I
(Fromm et al, 1990; Gordon-Kamm et al, 1990; Murry et al, 1993; Vain et al, 11993) o

directamente de este tipo de callo (Genovesi et al, 1992; Walters et al, 1992).

El maiz ha sido empleado como un sistema de expresion de proteinas con las siguientes
finalidades: A) conferirle caracteristicas de resistencia a plagas: Koziel et al (1993)
expresaron una version truncada de un gen sintético que codifica para la proteina CrylA
derivada del Bacillus thuringiensis; Murry et al (1993) mencionan el primer ejemplo de una
proteccion contra el virus del mosaico del enanismo del maiz (cepa MDMV-cp); Jansens
et al (1997) estudiaron la proteccion dada por las plantas transgenicas que expresan la
proteina Cry9C cuando se expusieron a la larva del barenador europeo a nivel de campo;
Williams et al (1997) evaluaron la expresion de la proteina insecticidial Bt 6-endotoxina
contra el dafio a depredacién de hoja por el gusano y el barrenador del maiz del
sudoeste en pruebas de campo. B) como productoras de proteinas: Kusnadi et al (1998)
obtuvieron la expresion de la B-glucoronidasa y la avidina Rascon et al (2004) obtuvieron
plantas transgenicas de maiz que expresaron la amarantina y Grando et al (2005) lograron
acumular de manera diferencial la proteina VSPBp de soya y C) como sistemas de
expresion de anfigenos para vacunas comestibles: Streatfield et al (2001) expresaron la
proteina S del TGEV en maiz contra la gastroenteritis en cerdo; Lamphear et al (2002)
expresaron el anfigeno de la subunidad B de E. coli en granos de maiz; Chikwamba et al
(2002) expresaron LT-B para la produccién de una vacuna en maiz; Streatfield et al (2003)
evaluaron la acumulacion del receptor de unién de la subunidad B de la toxina labil al
calor (Lt) de E. coli; Lamphear et al (2004) evaluaron la vacuna comestible del virus de la
gastroenteritis y Ticket et al (2004) valuaron la produccion de IgA en voluntarios que

consumieron maiz transgenico con LT-B.

Las plantas transgénicas como el maiz que expresen antigeno en su tejido comestible
podrian ser usadas como un sistema de produccion y liberacibn de vacunas orales
accesibles, llevandose a cabo la inmunizacién a través del consumo de esta “vacuna
comestible”. La seleccion de cual anfigeno usar en los estudios iniciales, ha sido
fuertemente influenciada por el deseo de determinar si la planta transgénica que
contienen los antigenos foraneos resultar& en una inmunizacidn oral estimulando la

respuesta inmune de mucosas (Mason, 2002).
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La idea de expresar el gen de la proteina G del virus de la rabia en plantas de maiz,
cumple con el requisito anteriormente mencionado. La proteina G ha sido extensamente
estudiada desde hace varios afios por su participacion en la neurovirulencia e
inmunogenicidad del virus asi como el papel que desempenfa en su ciclo de replicacion,
incluyendo la interaccién con las células huésped a través de la molécula receptora de
superficie celular (Nakahara et al, 2003); pero sobretodo, la glicoproteina del virus de
rabia ha sido identificada como el principal antigeno que induce inmunidad protectiva
contra el virus de la rabia. Asi mismo, la proteccion contra la infeccion del virus de rabia es,
probablemente, el resultado de muchas interacciones entre hospedero-efector. como la
produccién de anticuerpos neutralizantes de virus (ANV) que son inducidos Unicamente
por la proteina G y que tienen un papel importante en la inmunoproteccion contra la
rabia (Diestzschold et al, 1990), asi como la unién al blanco de VNA y blanco para células

T citotdxicas y cooperadores (Gaudin et al, 1992).

Autores como Yusibov et al (1997), Moldeska et al (1998) y, nuevamente, Yusibov et al
(2002) han obtenido resultados preliminares alentadores de una vacuna comestible para
rabia; cabe mencionar que estos autores no emplean el bombardeo de particulas para la
expresion de los transgenes de interés por lo que el presente trabajo constituye un ejemplo

del empleo de esta técnica para la expresion del principal antigeno de rabia.

Por todo lo anterior, la proteina G del virus de rabia representa una eleccion légica para
el desarrollo de una vacuna comestible pudiendo ser empleada para la inmunizacién
contra rabia en animales y tal vez en un futuro préximo en humanos; aunque es mas
probable en animales (Mason, 1995). Otra razén es el hecho de que la proteina relevante
al ser expresada en tejido vegetal, que constituye una proporcion principal de la dieta, no

requiere tratamiento de calor y presion (Daniell et al, 2001).

Ademas, la produccion de vacunas tradicionales para animales de importancia
econdmica esta limitada por el costo de fabricacién; en cambio, la produccién basada
en plantas es una alternativa obvia cuando los procesos tradicionales de vacunas no son
posibles de llevarse a cabo, por ejemplo, en casos cuando el virus mata al hospedero
(Gleba et al, 2005). Por dltimo, el objetivo de una planta transgénica no es sélo la
capacidad de expresar una caracteristica util, sino también la de expresar proteinas de
valor farmacéutico debido a la necesidad practica de una nueva tecnologia para la

producciony liberacion de vacunas no caras.
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9) CONCLUSIONES.

e Se establecid la induccién, proliferacion y mantenimiento de callos
embriogénicos de maiz de la raza Tuxpeno exhibiendo las caracteristicas

propias de un tipo Il

e La seleccion de callos embriogénicos se llevd a cabo en la concentracion de 3
mg/L del herbicida Basta®, resultando ser ésta la concentracion optima en

medio de cultivo con fuentes de nitrégeno reducido.

e La expresidon transitoria dio positiva en los callos co-bombardeados con la
mezcla de pldsmidos asi como en el control positivo, indicando la expresidon del

gen gus.
e Se logrd la regeneracion de plantas completas de maiz a partir de callos co-
bombardeados con las dos mezclas de pldsmidos que portaban el transgen de

interés: pWR-21/UB1 + pCAMBIA 3301 y PGHCNS + pCAMBIA 3301.

e Se demostrd la presencia del gen de la proteina G del virus de la rabia en un

73.33% de las lineas analizadas.
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10) ANEXO.

Medio de cultivo N¢ modificado (Chue et al., 1975)

a) Soluciones de macro y micronutrientes.

Solucién |.
COMPUESTO PM (g) (mgl) (mglL) STOCK 10X
(mMLT)
KNO3 101.10 2830 28.00 280
CaCla.7H20 147.02 166 1.13 11.3
MgSO4.7H20 246.48 185 0.75 7.5
KH2PO4 136.09 400 2.94 29.4
(NH4)25O4 132.06 463 3.50 35.0
Para 1 litro de medio se toman 100 ml de esta solucion.
Solucién Il
COMPUESTO PM (g) (mgl) (umL) STOCK 100X
(UML)
MnSO4.H20 169.01 5.97 35.32 3532
InSO4.7H20 287.54 1.50 5.21 521
H3BO3 61.83 1.60 25.87 2587
KI 166.01 0.80 4.82 482
Solucion lll.
COMPUESTO PM (9) (mglL) (UML) STOCK 100X
(UML)
FeSO4.7H20 278.03 27.80 100.00 10,000
C14HsN2010N@2.H20 372.30 37.30 100.00 10,000
Para 1 litro de medio tfomar 10 ml de cada una de las soluciones Il y Il
b) Fuente de Carbono.
COMPUESTO PM (g) (gL) (mMLT)
Ci2H22011 (sacarosa) 342.31 30 87.63
c) Reguladores de crecimiento.
REGULADOR PM (9) (mgl) (UML) STOCK 10X (uML-
')
2,4-D 221.04 1.0 4.52 45.2
Cinetina 215.21 1.0 4.64 46.4

Para agregar 2 mg del regulador correspondiente a 1 litfro de medio se toman 20 ml de
la solucién stock correspondiente; para 1 mg se toman 10 ml.
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d) Aminodcidos y otros.

COMPUESTO PM(g) (mglL-) (UML) STOCK10X (UML:
')
C2HsNO2 75.07 1.0 13.32 133.2
(Glicina)
CsHsNs. 12 HaSO4 184.20 10.0 54.30 543.0
(Adenina)

Para anadir 1.0 mg de glicina 6 10 mg de adenina al medio de cultivo correspondiente
se toman 10 ml de la solucién stock por litro de medio.

e) Vitaminas R2.

COMPUESTO P.M. (9) (mglL-) (UML) STOCK (uM)
Inositol 180.160 100 555 5.5X10-4
Acido nocotinico 123.110 1.0 8.12 812
Tiamina 337.270 2.0 5.93 593
Piridoxina 205.640 1.0 4.90 490

Para preparar un lifro de medio se toman 10 ml de cada una de las soluciones.
f) Mezcla de aminodcidos y vitaminas denominada cdcktel 20 (Patente en tramite).

Material Bioldgico (PIdsmidos).

MARS UBI pWR-21 TER35S MARS
> —> — >
4450 pb
(a) PGHCNS
UBI pWR-21 TER35S
— E —
3860 pb

(b) pWR-21/UBI

TER35S BAR CaMV35S CaM V35S GUS

(c) pPCAMBIA 3301

Figura A. Esquemas de los pldsmidos empleados para la transformacion de callos
embriogénicos de maiz por cobombardeo con pistola de baja presidn. MARS (regidon de
adherencia a membranas), UBI (promotor de Ubiquitina), pWR-21 (gen de la glicoproteina de la
cepa del mismo nombre), TER35S (ferminador del 35S), CaMV35S (promotor del virus del mosaico
de la coliflor), TER35S (ferminador 35S del virus del mosaico de la coliflor), BAR (gen que codifica
para la enzima PAT), GUS (gen que codifica para la enzima B-gluoronidasa) y TERNOS
(terminador de la nopalina sintetasa).
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Preparaciéon de las particulas de tungsteno de acuerdo a Guerrero-Andrade (1998).

Se pesaron 60 mg de particulas de tungsteno de 0.4 pm de didmetro (M5)
colocdndose en un tubo de centrifuga de 15 ml.
Después se anadieron 2 ml de dcido nitrico (HNO3z) 0.1 My se sénico en hielo

Posteriormente se elimindé el dAcido nitrico agregdndose 1 ml de agua
desionizda estéril; la muestra se transfirid a un tubo de 2 ml de capacidad vy se

Las microparticulas se centrifugaron de 10-30 segundos a una velocidad de
Se elimind el agua y se agregd 1 ml de etanol absoluto (100%) y se sénico
Se centrifugaron las microparticulas de 10 a 30 segundos a una velocidad de
El etanol se elimind, se agregd 1 ml de agua desionizada estéril y se sonicd

Se colocaron 200 pl de la suspensidon en un tubo eppendorf.

2.
durante 20 minutos.
3.
sobnico brevemente.
4,
10,000 r.p.m.
5.
brevemente.
6.
10,000 r.p.m.
7.
brevemente.
8.
9.

Después, se anadieron 750 ul de agua desionizda estéril a cada tubo.

10. finalmente los tubos se almacenaron a-20° C.

Adsorcién del DNA a las microparticulas (Klein et al,

1.

WoONOO AW

1988)

En tubos eppendorf se colocaron 50 ul de la suspensidn de microparticulas de
tungsteno, después se adicionaron los siguientes reactivos uno a uno, agitando
bien la suspensién entre cada reactivo.

Se adicionaron 5 yl de DNA (1 pg ul -') como volumen final de dos ensayos de
co-bombardeo donde se mezclaron las siguientes cantidades 4.5 pyl de pWR-
21/pUBI (vector con el gen de interés) + 5 pyl de pCAMBIA 3201 (vector con el
gen de seleccidn y gen reportero) para el primer co-bombardeo. En el
segundo co-bombardeo la mezcla consistié en: 4.5 yl de PGHCNS-MARS + 0.5 pl
de pCAMBIA 3201.

50 ul de cloruro de calcio (CaClz) 2.5 M.

20 ul de espermidina 0.1 M.

La mezcla se agité en vortex (velocidad baja) durante 5 minutos.
Posteriormente, se centrifugd en un periodo de 5 a 10 segundos.

Se eliminaron 100 pl del sobrenadante.

Las microparticulas se resuspendieron en el liquido remanente.

Finalmente, se aplicaron 2.5 ul de las microparticulas cubiertas con el DNA en el
centro del filtfro de bombardeo.

Soluciones para la preparacion del sustrato de X-Gluc™

REACTIVO CONCENTRACION STOCK 10X CANTIDAD PARA 25 mi
(MmM) DE SUSTRATO (ml)
Amortiguador de | 100 ™ 2.5
fosfatos de sodio (pH
7.0)
EDTA 10 100 mM 2.5
Ferrocianuro de K 0.5 5mM 2.5
Ferricianuro de K 0.5 5mM 2.5
Tritdn X-100 0.5 5 MM 2.5
X-Gluc* 1 mg 25 mg

*se tiene que disolver en DMSO previamente
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La mezcla se afora a 25 ml con agua desinozada estéril y su almacenamiento es a

-20°C.

Soluciones para llevar a cabo la expresidn transitoriq.

a) Buffer “7*

REACTIVO CONCENTRACION (mM) | CANTIDAD EN g PARA 500 ML
Fosfato de sodio (monobdsico) 40 2.76
Fosfato de sodio (dibdsico) 60 4.26
Cloruro de potasio 10 0.37
Sulfato de magnesio 1 0.12
(heptahidratado)

El pH se ajustaa 7.0

b) Etanol al 70%

CANTIDAD DE ETANOL ABSOLUTO (ml) CANTIDAD DE AGUA DES/EST (ml)

350 150

c) Mezcla Acetona-Metanol (1:3)

CANTIDAD DE ACETONA (ml) CANTIDAD DE METANOL (ml)

166 498

d) Gilicerol al 50%*

CANTIDAD DE GLICEROL ABSOLUTO (ml) CANTIDAD DE AGUA DES/EST (ml)

250 250

*Esterilizar en autoclave durante 18 minutos a 1.3 kg/cm-2 o 18 Ib/pulg-2

Colecta de las muestras de planta.

1.

Se etiquetaron tubos eppendorf estériles suficientes para colocar la muestra de
planta.

Para cada corte de la muestra se limpiaron pinzas y tijeras con alcohol de 96
0C y se seleccionaron hojas sanas, de color homogéneo y tamano regular.

Se corté un fragmento de hoja de aproximadamente 200 mg dando
preferencia al dpice de la misma. La planta no debe tocarse con las manos
desnudas.

Se colocd con cuidado la muestra en el tubo eppendorf con ayuda de pinzas.

Las muestras se guardaron a - 70 OC en caso de no ocuparse
inmediatamente.
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Procesamiento de las muestras.

1.

En un recipiente con nitrégeno liquido, se colocaron los tubos eppendorf con
las muestras de hojas y, ademds, pinzas y espdtulas.

En un mortero con pistilo de porcelana estéril, se enfrid previamente con
nitrégeno liquido.

Una vez que el mortero vy el pistilo estuvieron lo suficientemente frio, se adiciond
mds nitrégeno liguido e inmediatamente se vertié, del tubo eppendorf, la
muestra de hoja. El tubo se devolvidé al recipiente con nitrégeno vy se procedid a
moler el fragmento de hoja.

A medida que se fue moliendo se le agregd mas nitrdgeno liquido de tal
manera que la muestra nunca se descongeld.

Cuando se obtuvo un polvo fino y muy homogéneo se procedié a guardarlo
en el tubo eppendorf original con ayuda de una espdtula previamente
enfriada en el nitrégeno.

Las muestras se almacenaron a - 70 OC en caso de no ocuparse
inmediatamente.

Extraccion de DNA gendmico de plantas regeneradas.

En un tubo de centrifuga se peso 200 mg de hoja de maiz.

Se molié la muestra con nitrégeno liquido, evitando que se descongelarq,
hasta obtener un polvo fino y uniforme. Si la muestra no se utilizaria en ese
momento se guardd en congelador a-70 C.

A la muestra sélida molida se le adiciond 300 ul de buffer de extraccion Plant
DNAzol ® (Invitrogen, USA) mas 1.5 ul de RNAasa A (Invitrogen, USA).

Se incubd la muestra a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente, se le adicioné a la muestra 300 yl de una mezcla de
Fenol:Cloroformo (1:1 v/v) a 4 C agitdndose vigorosamente durante 5 seg hasta

obtener una mezcla uniforme.

La muestra se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y se agitdé cada
minuto.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugo a 15,000 r.p.m durante 5
minutos, formdndose dos fases.

El sobrenadante se paso a un tubo de centrifuga nuevo procurando no llevarse
residuos.

Se le agregd a la muestra 400 ul de Fenol:Cloroformo (1:1 v/v) a 4 °C y se agité
vigorosamente hasta mezclar durante 5 segundos.

10. Se centrifugd nuevamente por 5 minutos a 15,000 r.p.m formdndose dos fases.
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

. El sobrenadante se transfiid a un tubo de centrifuga nuevo y se repitié lo

establecido en el paso 9, 10y 8.

. Se adiciond 300 ul de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v) a — 20 °C y se

mezcld vigorosamente.

. La muestra se centrifugd a 15,000 r.p.m durante 5 minutos formdndose dos

fases.

. Se procedid a pasar el sobrenadante a un tubo de centrifuga nuevo

procurando no llevarse residuos.

. Se adiciond 300 ul de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v) a - 20 °C y se

mezcld vigorosamente.

. La muestra se centrifugd a 15,000 r.p.m durante 5 minutos formdndose dos

fases.

. Se pasd el sobrenadante a un tubo de centrifuga nuevo procurando no

llevarse residuos.

. A'la muestra se le adiciond 400 ul de isopropanol (al 100%) a - 20 °C y se invirtid

de 5 a 8 veces para que la muestra quedara mezclada.

. Se centrifugd a 8000 r.p.m durante 5 minutos.

Una vez que se obtuvo la pastilla se tird el sobrenadante.

Se adiciond a la pastilla 1 ml de etanol (al 70%) y se invirtid vigorosamente de 5
a 8 veces.

Nuevamente se centrifugd a 12,000 r.p.m durante 5 minutos.

Se elimind el etanol.

A la muestra se le permitié reposar para evaporar el etanol restante.

La pastilla, finalmente, se resuspendié en 100 ul de agua desinizada estéril.

Las muestras se guardaron a 4 °C.

Preparacién de la sonda.

1.

2.

a) Digestion.

La construccion de pUC-pss/ pWR-21 se digirid con las siguientes enzimas: Kpn
I/Sac .

La digestion se realizd en la siguiente mezcla respetando el orden:

14 ul de agua desionizada estéril
2 ul de buffer 1

Tu deKpnl

T ul deSacl

2wl pUC-PSS/pWR-21
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6.

7.

Se agitd suavemente en el vortex

Se centrifugd brevemente por 5 segundos para concentrar la mezcla en el
fondo del fubo.

Se dejo incubando a 37 °C durante 1 hora.
Una vez transcurrido este tiempo, se prepard un gel de agarosa al 1 %.

Se cargd el gel con 20 ul de la mezcla mas 5 ul de buffer carga.

Se corridé a 60 Volts durante 20 minutos.

Purificacion de DNA a partir de bandas de un gel.

1.

2.

Se pesd un tubo eppendorf de 1.5 mly se registré este dato.

Con una navaja limpia se cortd del gel de agarosa la banda que contiene el
DNA. Este corte se realizd lo mas cerrado posible a la banda y se colocd en el
tubo eppendorf que previamente se peso.

Se pesd nuevamente el tubo que contenia la banda y con ese dato se
determind el peso real de la banda.

Al tubo se le agregd 10 ul de Buffer de captura por cada 10 mg de gel (la
capacidad mdaxima es de 300 mg).

El tubo se mezcld vigorosamente por vortex.

Se incubd a 60 °C hasta que la agarosa se disolvid completamente (5-15
minutos).

Mientras se llevaba a cabo la incubacion, se colocd una columna GFX en un
tubo colector (para cada purificacién que se vaya llevar a cabo).

Una vez que la agarosa estuvo completamente disuelta, el tubo se centrifugd
brevemente para colectar la muestra en el fondo del tubo.

La muestra se transfirié a la columna GFX e incubo a temperatura ambiente
durante 1 minuto.

. Se centrifugo a una velocidad de 10,000 a 16,000 x g durante 30 segundos.

. El residuo del tubo colector se desecho y se colocd nuevamente la columna

GFX en el interior del fubo colector.

. Se adiciond 500 pl del buffer de lavado a la columna y se centrifugd a una

velocidad de 10,000 a 16,000 x g durante 30 segundos.

. Se desechd el tubo colector vy se transferié la columna GFX a un tubo nuevo

fubo eppendorf de 1.5 ml.

. Se adiciond 50 ul de buffer de eludicidén (10 mM Tris-HCI pH 8.0, TE pH 8.0 o

agua desionizada estéril) directamente al centro de la matriz de la columna.

. Se incubd a temperatura ambiente durante 1 minuto.

84



16. Se centrifugo nuevamente a 10,000 x g durante 1 minuto.

Se guardd la muestra a =20 °C.

Andlisis de Varianza (ANOVA) del peso fresco de callos embriogénicos con fuentes de
nitrégeno reducido a una p<.05000.

Tratamientos SS gl SM SS gl SM F o}
Efecto Efecto Efecto Error Error Error

Tl 26.15178 11 2.377443 | 1.263120 48 0.026315 | 90.34555 | .00000

Tl 7.83470 11 0.712245 | 0.937200 48 0.019525 | 36.47863 | .00000

TII 428762 11 0.389784 | 2.421120 48 0.05044 7.72767 .00000

TIvV 2.83158 11 0.257416 | 0.830280 48 0.017297 | 14.88171 | .00000

Andlisis de Varianza (ANOVA) del peso fresco de callos embriogénicos sin fuentes de
nitrégeno reducido a una p<.05000.

Tratamientos SS al SM SS al SM F P
Efecto Efecto Efecto Error Error Error

T1 10.2438 11 0.931261 3.6468 48 0.075975 | 12.25747 | .00000

T2 5.9561 11 0.541470 | 1.332960 48 0.02777 19.49836 | .00000

T3 2.9058 11 0.264164 | 0.953640 48 0.019868 | 13.29627 | .00000

T4 2.2184 11 0.201679 | 1.343320 48 0.27986 7.20648 .00000
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12) Abreviaturas.

Medio de Cultivo

MS: Murashige & Skoog (1962)
Né: Chu et al (1973)

Reguladores de crecimiento

2.4-D: dcido diclofenoxiacetico
BA: benzilaminopurina
DICAMBA: 3,6-dicloro-o-anisico
IBA: acido indolbutirico

Kin: cinetina

Peso

g: gramo

g/Kg.: gramo sobre kilogramo
Kg: kilogramo

mg: miligramo

Ng: Nanogramo

Volumen

L: litro

pl: microlitro

ml: mililitro
Longitud

cm: centimetros
m: metro

um: micrometro

mm: milimetro

Concentracién

M: molar

mMM: minimolar

N: normal

v/v: volumen sobre volumen
W/V: peso sobre volumen

Tiempo

hr: hora

hrs: horas
min: minuto
seg: segundo

Presidn

-in de Hg: pulgada de mercurio

-Kg/cm?:  kilogramo sobre centimetro

cuadrado.

-Lb/pulg?: libra sobre pulgada cuadrada
-psi: unidad de presidon en el sistema
ingles de medidas; 14.7 psi o Ib/plg=1

atm
Reactivos

-AgNO:s: nitrato de plata
-MgClz: cloruro de magnesio
-PEG: polietilenglicol

-SDS: dodecil sulfato de sodio
-PPT: fosfinotricina

Elementos

-Ca: calcio

-Mg: magnesio
-Mn: manganeso
-N: nitrégeno
-In:zinc

Temperatura
-°C: grados Celsius
Enzimas

-GUS: B-glucoronidasa

-Tag. Pol.: enzma polimerasa
Termophilus aquaticus

-PAT: fosfinotricina acetiltransferasa
-GS: glutamina sintasa

Otros

-aa: aminodcido

-ADH: alcohol deshidrogenasa
-ADN: dcido desoxiribonucleico

-Da: dalton

-H20: agua

-lgA: inmunoglobulina A

-lgG: inmunoglobulina G

-S-IgA: inmunoglobulina A secretada
-Kb: kilobase

de

-LT-B: subunidad B de la enterotoxina labil

al calor de E. coli
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-L-prolina: levogiro prolina
-uE: microEinstein
Oftros

-dNTPs: mezcla de dinucledétidos fosfatos
-pb: pares de base

-pH: potencial hidrogeno

-PCR: reaccién en cadena de la
polimerasa

-RE: reticulo endoplasmatico

-ARN: &cido ribonucleico

-ARNmM: dcido ribonucleico mensajero
-r.p.m.: revoluciones por minuto

-TGEV: virus de la gastroenteritis
fransmisible de cerdos

-TE: solucion amortiguadora de Tris-EDTA
Tris-HCI: Trizma base hidroclorada

-VNA: anticuerpos neutralizantes de virus
-Xg: gravedad
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