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RESUMEN

Al observar durante la maestria que la inhibicion de la enzima trehalasa confiere
tolerancia a sequia en plantas de maiz B73 probadas en invernadero, se llevé a cabo
una prueba piloto en campo que corrobord los resultados previamente obtenidos.
También se realiz6 la cuantificacion de trehalosa por medio de un ensayo
fluorométrico, observando una mayor acumulacion del disacarido en plantas GM
(Geneticamente modificados) con respecto a los controles. Al realizar la
cuantificacion del nUmero de copias y abundancia del mensajero mediante el uso de
digital droplet PCR (ddPCR), se detectaron de una a dos copias por evento y una
disminucién de mensajero. Por otra parte, se realiz6 una prueba toxicologica y
bromatologia en semillas de maiz GM y sus controles, que no evidenciaron efectos o
cambios significativos.

Al demostrar que el uso de un siRNA para la trehalasa confiere tolerancia a sequia,
Se propuso usar esta construccion en variedades hibridas de maiz en conjunto con
una construccion para el gen de la histona CENH3 involucrada en la correcta
migracion de los cromosomas sin la regién N-terminal. Esto con la finalidad de que la
caracteristica de tolerancia a sequia se pueda conservar en las siguientes
generaciones mediante la obtencion de dobles haploides que tengan solo la
informacion de un parental, debido a que las autopolinizaciones en el maiz conllevan

a la pérdida de la heterocigosis.

Para llevar a cabo esta parte del proyecto, se transformaron diferentes lineas
hibridas de maiz por biobalistica y Agrobacterium y se evalu6 el nUmero de copias y
niveles de expresion mediante el uso de ddPCR, obteniendo una sola copia por
evento y una disminucion de los niveles de expresiéon de CENH3. Al evaluar el ciclo
celular de las plantas GMs por citometria de flujo y microscopia confocal, se pudo
detectar un cambio en la dinamica del ciclo celular en especial en el nimero de
células que estaban en los estados G1/G2 y en la segregacién de los cromosomas
en anafase, al igual que una reduccion del contenido de DNA que nos indicaba una
induccion de haploidia. En conclusion, la modificacion de la histona CENH3 nos
podria permitir la obtencion de plantas haploides pero con una progenie limitada pero

posiblemente podrian mantener la caracteristica de tolerancia a sequia.



ABSTRACT

We observed during my master that the inhibition of the trehalase enzyme confers
tolerance to drought in B73 maize plants tested in greenhouse, for this reason in this
project the pilot test was carried out in the field that corroborated the previously
obtained results. Also, the quantification of trehalose was carried out by means of a
fluorometric test, observing a greater accumulation of the disaccharide in genetically
modified (GM) plants with respect to the controls. When quantifying the number of
copies and abundance of the messenger using digital droplet PCR (ddPCR), we
detected one to two copies per event and a messenger decrease. On the other hand,
toxicological and bromatology tests were carried out on GM corn seeds and their
controls, which did not show significant effects or changes.

After our results demonstrating that the use of a SiRNA for trehalase confers
tolerance to drought, we used this construct in hybrid corn varieties together with a
construction for the histone gene CENH3 involved in the correct migration of the
chromosomes without the N-terminal region, with the purpose that the property of
tolerance to drought can be conserved in the following generations by obtaining
double haploids that have only the information of a parent, because the self-
pollination in the corn leads to the loss of the heterozygosis.

In order to carry out this part of the project, different hybrid corn lines were
transformed using biobalistic and Agrobacterium. The number of copies and levels of
expression were evaluated using ddPCR, obtaining a single copy per event and a
decrease in the levels of expression of CENH3. When evaluating the cell cycle of the
GM plants with flow cytometry and confocal microscopy, a change in the cell cycle
dynamics was detected, especially in the number of cells that were in the G1/G2
states and in the segregation of the chromosomes in anaphase, as well as a
reduction in DNA content that indicated an induction of haploidy. In conclusion, the
modification of CENH3 histone could allow us to obtain haploid plants, with a limited

progeny, possibly maintaining the property of drought tolerance.



INTRODUCCION

El maiz es uno de los cultivos mas importantes junto con el arroz y el trigo, para el
consumo humano. Segun informacion de la USDA 2017, México se ubica entre los
10 principales paises productores de maiz, pero solo llega a ser el octavo en
rendimiento, sin poder sobrepasar a EE.UU y China. La baja productividad del cultivo
de maiz en México es debido a falta de germoplasma mejorado, ausencia de
técnicas agrondmicas, asi como los efectos originados por estrés bidtico y abiotico;
entre estos el mas predominante la sequia. Actualmente se conoce que las plantas
en su ambiente natural se encuentran expuestas a diversos niveles de limitacién de
agua, por lo que han adquirido estrategias de adaptacion que les permiten, en
muchos casos, mantener sus actividades metabdlicas a bajos potenciales de agua
(Diaz y Antdn, 2002), involucrando diversos mecanismos de respuesta tanto a nivel
molecular, metabdlico y fisiolégico en distintas especies de plantas (Monneveux y
Belhassen, 1996), dichos mecanismos adquiridos pueden ser mejorados para

permitir una respuesta mas rapida y eficiente frente a dichos estrés ambientales.

Si se vincula lo comentado anterior con la creciente demanda de maiz en el mundo,
es necesario la adopcién de nuevas tecnologias; como es el caso de EE.UU, donde
los rendimientos de maiz han aumentado drasticamente, debido a la adopcién de
variedades hibridas y genéticamente modificadas, el uso de insumos quimicos y la
eficiencia de la utilizacién diferentes periodos de siembra. Para el caso de México
aun se siguen usando para su produccion el uso de variedades convencionales

(Jaffé y Rojas, 1994) y solo un 20% se basa en el uso de variedades hibridas.

Algo importante para tener en cuenta, es que el uso de hibridos puede conllevar a
una dependencia tecnoldgica, ya que los hibridos comerciales disminuyen la
ganancia neta y el rendimiento del grano entre generaciones debido a las
autopolinizaciones y esto origina la necesidad de adquirir en cada cosecha semillas

nuevas certificadas, aumentando el costo de la produccién de maiz.



Por lo anteriormente mencionado se propone la evaluacién en campo de variedades
de maiz tolerantes a sequia (obtenidas mediante el uso de RNA antisentido de
trehalasa) ya evaluadas en invernadero con el fin de comprobar su eficacia en
condiciones no controladas y asi mismo determinar los contenidos de trehalosa y sus
transcritos. Al mismo tiempo implementar la modificacion del gen CENH3 en maiz,
gue es una proteina especifica del cinetocoro involucrada en el movimiento de los
cromosomas en la meiosis y mitosis, y en el reclutamiento de otras proteinas (Zhong
et al., 2002). Con esta modificacion se pretende mantener el estado hibrido de
plantas de maiz que posteriormente presentaran el fondo genético de tolerancia a
sequia, y asi obtener gametos diploides capaces de eliminar el genoma uniparental
después de la fertilizacion y conservar las caracteristicas de uno de los parentales,

como se ha observado en plantas modificadas de Arabidopsis (Ravi y Chan, 2010).

Para llevar a cabo este objetivo se emple6 una mutacion dominante negativa en
CENHS3 (sin N-terminal) bajo la regulacién de un promotor constitutivo (35S CaMV) y
el promotor tejido especifico (KNOTTED1) en construcciones independientes junto
con el gen de Trehalasa anti-sentido que disminuye la actividad de la enzima
trehalasa que hidroliza al disacérido trehalosa y permite que las plantas adquirieran
tolerancia a sequia. Con el fin de posteriormente obtener variedades de maiz que

mantengan el estado hibrido y posean el fondo genético de tolerancia a sequia.



1. MARCO TEORICO

1.1 El Maiz

El maiz (Zea mays L.) perteneciente a la familia de las Poaceae (Gramineas), tribu
Andropogoneae, subtribu Tripsacinae, fue domesticado a partir del Teocintle (Zea
mays ssp mexicana) hace 8000 afios como resultado de mutaciones acumulativas
que le permitieron evolucionar en habitats variados bajo seleccion humana y natural
(Ledn y Rodriguez, 2010). Posteriormente, se produjo una enorme diversificacion de
variedades con las que los pueblos lograron satisfacer sus necesidades alimenticias,
convirtiéndolo en el alimento basico en las culturas y civilizaciones precolombinas

avanzadas, como la Inca en Sudamérica, la Maya y la Azteca en Mesoamérica.

1.1.1 Caracteristicas del maiz

El maiz es una graminea anual, monoica, con una altura que varia entre 1 y 4
metros, tienen un tallo erguido, rigido y sélido. Sus necesidades hidricas varian a lo
largo del cultivo y durante el crecimiento vegetativo es cuando mas agua requiere. Se
adapta a diferentes condiciones ambientales, es capaz de crecer en altas y bajas

altitudes, en climas tropicales y subtropicales (Pingali y Pandey, 2000).

1.1.2 Cultivo y Produccion

El maiz se cultiva practicamente en todo el mundo, con una produccién total de
aproximadamente 1.025 millones de toneladas en el periodo de 2016/2017 y un
rendimiento promedio de 5.4 toneladas por hectarea (Ha), para el caso de México,
se registra una produccibn cerca de 25 millones de toneladas
(www.producciénmundialdemaiz.com y USDA 2016 ), que permite ubicarlo entre los
principales productores a nivel mundial, aunque por debajo de EE.UU y China, que
representan cerca del 60% de la produccion mundial (Galarza y cols, 2004).


http://www.producciónmundialdemaiz.com/

1.2 Vigor Hibrido/Heterosis

El mejoramiento genético de plantas se lleva a cabo desde hace miles de afios,
presumiblemente desde la domesticacion de los cultivos; realizdndose mediante
cruzas entre especies de plantas (hibridacion sexual), que aumenta la variabilidad
genética y la productividad de ciertos cultivos, al igual que la transmision de
tolerancia a cierto nimero de factores bi6ticos o abidticos, pero esta hibridacion
sexual entre organismos de diferentes especies puede estar limitada por barreras de
incompatibilidad que no permite la obtencién de hibridos en todas las especies.
También existe la desventaja de la pérdida de rendimientos cuando se da
autofecundacién en los hibridos, como es el caso del maiz en el que la productividad
de la F2y F3 disminuye respecto a la F1, por lo que esto llega a generar pérdidas al
usar generaciones avanzadas de hibridos (Martinez-Gémez y col, 2006) y una
alternativa es el uso de plantas habloides que contienen solo la informacién deseada

de un solo parental.

1.2.1 Plantas haploides

Existen distintos métodos por lo que se puede generar plantas haploides y permitir
que las caracteristicas deseadas perduren, como son el cultivo de células
gametofiticas para regenerar plantas haploides a partir de anteras y évulos, pero
muchas especies son recalcitrantes a este proceso. Otra via es por medio de la
ginogénesis en células femeninas no fertilizadas que desarrolla un embridon, proceso
similar a la partenogénesis, o también se pueden inducir por cruzas interespecificas
0 manipulacion genética, donde uno de los genomas de los parentales es eliminado
después de la fertilizacion; esto se puede deber a la interaccion desigual de los
centromeros de las dos especies con el huso mitético, causando asi la eliminacion
selectiva de los cromosomas (Finch, 1983; Laurie y Bennett, 1986; Forster y cols,
2007; Ravi y Chan, 2010).

Un ejemplo del uso de plantas haploides donde el genoma de uno de los parentales
es eliminado selectivamente después de la fertilizaciébn originando haploides con
cromosomas que derivan de un solo parental es la cruza entre dos cultivares de

cebada (Hordeum vulgare X Hordeum bulbosum), en donde lo cromosomas de H.
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bulbosumson son mal segregados y eliminados durante la embriogénesis (Sanei y
cols, 2011). De igual manera se encontré en plantas de Arabidopsis thaliana una
nueva estrategia para la obtencion de dobles haploides, en dénde al realizar una
perturbacion sutil en la histona CENH3 especifica del centromero (Fig.1); involucrada
en el funcionamiento del cinetocoro, es posible obtener progenie haploides y dobles
haploides (mediante duplicacion de cromosomas espontaneamente y/o por meiosis
no reduccional), ya que los cromosomas al tener defectos en el cinetocoro y al ser

mal segregados son eliminados durante la mitosis cigotica (Ravin y Chan, 2010).

\bo 3
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Cromosomas DNA Haploides

alterados (25-50%)
X —_— —
g Cigoto \
fertilizado
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Cromosomas cigoto Diploidesy
Wt aneuploides
TRENDS in Biotechnology

Fig. 1 Esquema representativo del efecto de los centrémeros alterados.
Las plantas que expresan la proteina CENH3 alterada (cromosomas azul claro), al ser cruzada con
plantas silvestres (cromosomas azul oscuro) durante la mitosis cigoética, se produce una mala
segregacion de los cromosomas ocasionado la eliminacién del genoma de uno de los parentales,
donde una fraccion sustancial (25-50%) de las plantas adultas pueden ser haploides, con cromosomas

solo del parental silvestre (azul oscuro) (Chan, 2010).

1.3 El Nucleosoma

Los nucleosomas son los componentes basicos de los cromosomas en las células
eucariotas y cada nucleosoma se componen de un octamero de histonas, en las
cuales el DNA se envuelve alrededor de ellas (DNA de nucleo), que permiten la
condensacion del DNA y con ello la formacion de los cromosomas (Watson y cols,
2007; Lewin, 2008).



1.3.1 Histonas

Las histonas son proteinas que conforman el nucleosoma y comunmente contiene
cinco histonas: H1, H2A, H2B, H3 y H4; de las cuales dos copias de cada una de
estas histonas forman las proteinas del nudcleo alrededor del cual el DNA
nucleosomal es envuelto, y es la histona H1 la que une el DNA entre nucleosomas
(histona de union) siendo esta la Unica con una sola copia, a diferencia de las otras

histonas (Watson y cols, 2007).

Para la formacion de los nucleosomas, primero las histonas H3 y H4 forman
heterodimeros, los cuales juntos forman tetrameros, y las histonas H2A y H2B
forman entre ellas heterodimeros; que posteriormente se unen al complejo para
formar el nuecleosoma final (Fig. 2) y conllevar al ensamblaje de la cromatina y luego
a la formacion visible de los cromosomas en la metafase (Watson y cols, 2007).

Ensamble de Nucleosoma

Nucleosoma

Desensamble de Nucleosoma

Fig. 2 Esquema del ensamblaje de las histonas, para la formacién del nucleosoma.

1.3.2 El amino-terminal de la histona

El N-terminal de la histona se encarga de estabilizar el envolvimiento del DNA
alrededor del octamero (Fig.3) (Watson y cols, 2007; Lewin, 2008). Los amino-
terminales de las histonas son frecuente modificados en una variedad de moléculas
pequefas que origina las llamadas variantes de histonas, tal es el caso de la lisina

gue es frecuentemente modificada con grupos acetilos o metilos, al igual la arginina
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que es frecuentemente fosforilada o metilada al igual que la serina. Estas
modificaciones pueden llegar afectar la capacidad de las matrices de los
nucleosomas para una mayor represion de la estructura de la cromatina y la
modulacion de la formacion de las fibras de nucleosomas de 30-nm (Watson y cols,
2007).

Ventral Side

Fig. 3 Imagen de la entrada y salida de los amino-terminales de las histonas en la formacion del

nucleosoma (Harp y cols, 2000).

Aungue las histonas estan entre las proteinas mas conservadas de los eucariotas,
existen numerosas variantes de histonas (Tabla 1) que pueden remplazar una de las
cuatro histonas originando una forma alterna del nucleosoma (Fig.4), un ejemplo
representativo es la histona H2A.X que es la variante de la H2A y que se localiza
adyacentemente a la hebra del DNA cuando esta sufre ruptura y es fosforilada,
permitiendo el reconocimiento de enzimas reparadoras del DNA. Una segunda
variante de histona es CENP-A en humanos (HTR12 en Arabidopsis thaliana y
CENH3 en otros organismos) que reemplaza a la histona H3 conservando el dominio
C-terminal de H3 con un 62% de identidad (Howman y cols, 2000). La pérdida de
CENP-A puede interferir con la asociacion de componentes del cinetocoro con el
DNA centromérico (Sullivan y cols, 1994; Watson y cols, 2007; Chan, 2010; Rauvi,

2011,), siendo fundamental para la formacion del cinetocoro y el ensamble de



proteinas mitoticas que media la union al huso mitotico a los cromosomas (Sullivan y

cols, 1994; Chan, 2010; Ravi, 2011).

H3 (canonica)/Ubicua Global. Metilacion, y
hipoacetilacion.
H3.3/Metazoarios Telémeros, centrdmeros, cromatina Metilaciones.
paterna.
CENH3/Ubicua CENTROMEROS. Acetilacion y metilacion.
H3
H3t/Mamiferos Nucleo de células sométicas. NA.
H3.X.Y/ Primates Eucromatina. NA.
H3.5/Hominidos Especifica de testiculo, eucromatina. NA.
H4 H4(Canonica)/Ubicua Global. Hipoacetilacion y
metilacion.
H2A(Canonica)/Ubicua Global. ND.
H2A.X/Metazoarios Global. ND.

H2A H2AZ/Ubicua Nucleo, telémeros y centrémeros. ND.
H2AL1,L2/Roedores Centrémeros ND.
H2ABbd/Mamiferos Eucromatina NA.

H2B (Canonica)/ubicua Global ND.

H2B TSH2B/Mamiferos Global (esperma) y Telémeros NA.

H2BFWT/Mamiferos Teldmeros (esperma) NA.

Tabla 1 Distribucién y modificaciones de las variantes de histonas en eucariontes (Mdller and
Almouznil, 2017; Watson y cols, 2007).
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A) Histona normales
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Fig. 4 Esquema de la alteracién de la cromatina por incorporacion de variantes de histonas.
A) transicién entre la fibra de 10-nm a 30-nm por histonas convencionales. B) incorporacion de la
histona CENP-A (CENH3 en plantas) en lugar a la histona H3, actuando como sitio de union

de una o mas componentes de proteinas del cinetocoro.

1.4 Proteina CENH3

CENHS3 (Histona especifica de centromero variante de H3) llamada originalmente
CENP-A en humanos y HTR12 en Arabidopsis thaliana, es una proteina esencial
para la funcién del cinetocoro de todos los eucariotas ya que esta especializada en el
empaquetamiento de la cromatina en los centromeros y remplaza a la histona
convencional H3, involucrada en la organizacién del nucleosoma por dimerizacion de
dos moléculas de H3 en la interfase mediante el C-terminal (Earnshaw y Rothfield,
1985; Sullivan y cols, 1994; Malik y Henikoff, 2003; Ravi y Chan, 2010), al igual
presenta un pliegue en el dominio N-terminal que sobresale del nucleosoma
permitiendo asi su papel en el reclutamiento de otras proteinas importantes para el
ensamble del cinetocoro y por lo general carece de un residuo de glutamina en la a1-
helice. A diferencia de las histonas convencionales, su N-terminal es muy divergente,
permitiendo dilucidar que ha evolucionado rapidamente al realizarse comparaciones
con histonas convencionales y sus variantes entre especies relacionadas de plantas
y animales, encontrandose alteraciones en el N-terminal y el loop-1, denominados
firmas evolutivas entre especies. (Malik y Henikoff, 2003; Chan S, 2010; Ravi y cols,
2010; Marimuthu y cols, 2011).
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La proteina CENH3 ha sido principalmente centro de estudio de funcionalidad
epigenética en distintos organismos eucariotas como en mamiferos (Earnshaw y
Rothfield, 1985; Howman y cols, 2000; Goshima y cols, 2003), Caenorhabditis
elegans (Monen y cols, 2005) Drosophila melanogaster (Blower y cols, 2006) y en
plantas como cebada (Sanei y cols, 2011), maiz (Zhong y cols, 2002), tabaco
(Nagaki y cols, 2010), y arabidopsis (Ravi y cols, 2010; Ravi y Chan, 2010), donde
han observado el bloqueo de la formacion de centrdmero y/o la inadecuada
segregacion cromosémica cuando se realiza una modificacion en el CATD
(centromere targeting domain), en el N-terminal, silenciamiento de CENH3 vy

mutaciones en componentes SAC (spindle attachment checkpoint).

Cabe resaltar que a pesar de que CENH3 interviene en la segregacion de las
crométidas hermanas hacia al mismo polo en la meiosis |, esté proceso también
depende de proteinas especificas de meiosis como el componente monopolin, o de
proteinas constitutivas del cinetocoro, como es la proteina esencial CENP-C que
recluta a Moalp, misma que interactia con Rec8 en el nucleo del nucleosoma en S.
pombe (Yokobayashi y Watanabe, 2005) y en maiz la proteina MIS12 que interactia
especificamente con NDC80 y que tiene el papel de fusionar los cinetocoros y
mantener su integridad en la meiosis | interactuando indirectamente con CENH3 y
CENP-C.

1.5 Trehalosa

La Trehalosa (a-D-glucopiranosil-(1-1)-a-D-glucopiranésido; Ci2H22011; PM=342.31)
es un disacarido compuesto por dos moléculas de glucosa (Elbein y Mitchell, 1974)
unidos por un enlace a-a-1,1 que conecta los extremos reductores de los residuos de
glucosa anulando asi su poder reductor (Paiva y Penek, 1996) (Fig. 5). La trehalosa
esta ampliamente distribuida en varias especies de Eubacterias, Archeas, hongos,
invertebrados, en plantas de resurreccion (Selaginella lepidophyllay y Botrychium
lunaria) y plantas superiores (Elbein y Mitchell, 1974). La trehalosa juega distintos
papeles en los microorganismos como fuente de carbono, osmoregulador y molecula

sefalizadora, éste ultimo tiene un importante papel en la proteccion contra distintos
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estrés abiotico, en especial durante condiciones de deshidratacion, congelamiento,

altas temperaturas, salinidad, oxidacion y radiacion (Colaco y cols, 1992).

Fig. 5 Estructura de la molécula trehalosa.

1.5.1 Rutas de biosintesis

Existen distintas vias de biosintesis para la trehalosa (Fig. 6), entre las mas

estudiadas se encuentra la via TPS/TPP, que se encuentra en una gran variedad de

organismos como insectos, plantas de resurreccion, plantas superiores, nematodos,

levaduras y bacterias (Crowe y cols, 1984; Pan y cols, 2003). La biosintesis de la

trehalosa comprende la formacion de Trehalosa-6-fosfato a partir de UDP-Glucosa y

Glucosa-6-fosfato por medio de la enzima Trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS), con una

subsecuente desfosforilacién que origina la formacién de trehalosa por medio de la

enzima trehalosa-6-fosfato fosfatasas (TPP) (Cabib y Leloir, 1957).

a) EUCARIOTAS Y PROCARIOTAS
Trehalosa Trehalosa
Fosfato Fosfato
- Sintasa Fosfatasa
‘ Arqueas H Bacterias
H 1 I - hal i ALY
onNngos UDP-Glucosa + Glucosa-6-P T6P + UDP -Trehalosa + Pi OstA-OstB
‘ Plantas ‘ Artrépodos
Trehalosa
Fosfatasa
Hongos Protistas
i RUTA
[Bacterias | Giucosa-1r + Glucosa trehalosas Pi
b) PROCARIOTAS
Trehalosa
Sintasa
= RUTA
Bacterias Maltosa ‘ Trehalosa
Tres
Maltooligosil Maltooligosil
Trehalosa Trehalosa
Sintasa Trehalohidrolasa
LAraueas | L teres e s oo RUTA
= Oligosacarido Oligosiltrehalosa TreY-TreZ
Bacterias
Trehalosa
Glusosiltransferasa
sintasa
Arqueas | RUTA
~ UDP-Glucosa + Glucosa - Trehalosa + ADP TreT
Bacterias s

Fig. 6 Vias de sintesis de trehalosa (pie de figura continua en la siguiente pagina).
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a) Eucariotas y b) Procariotas. UDP, uridin difosfato; Glucosa-6P, glucosa 6-fosfato; T6P,
trehalosa 6-fosfato; glucosa-1P, glucosa 1-fosfato; ADP, adenosin trifosfato. (Modificada de
Paul y cols, 2008)

1.5.2. Hidrdlisis de la trehalosa

La enzima trehalasa (a,a-glucohidrolasa trehalasa) es la responsable del catabolismo
de la molécula trehalosa (Fig. 7) mediante la hidrolisis de uno de los dos enlaces
glucosidicos, originando una inversion en la configuracidon anomeérica y por medio de
un ataque nucledfilico de una molécula de agua que realiza la hidrdlisis de uno de los
enlaces (Gibson, 2007). La hidrdlisis enzimética de la trehalosa se observo por
primera vez en Aspergillus niger por Bourquelot en 1893 y posteriormente en

muchos otros organismos, tanto en plantas y como animales.

CH,OH H,O
“z% O—SH20H ; aary N CHaON
OH l '\ HO> I o“m OH @OH
oH I, O~ —"om trehalasa OH M om
trehalosa glucosa glucosa

Fig. 7 Esquema de la hidrdlisis de la trehalosa (Mascorro-Gallardo y cols, 2005)

La trehalosa puede ser hidrolizada por tres vias (Fig. 8); en Euglena gracilis y Pichia
fermentans por trehalosa fosforilasa (Schick y cols, 1995), en Escherichia coli por
fosforilacion y subsecuente hidrélisis por trehalosa-6-fosfato hidrolasa (Rimmele y
Boos, 1994) y en plantas, hongos, animales y bacterias por la enzima Trehalasa
(Kendall y cols, 1990; Mller y cols, 1995; Horlacher y cols, 1996).
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Fig. 8 Vias de catdlisis de trehalosa
Reportadas para distintos organismos (A) Euglena gracilis y Pichia fermentans (B) Escherichia coli (C)

Plantas, hongos, animales y bacterias.

Esta enzima esta presente en un gran numero de organismos y su funcion es
movilizar la trehalosa cuando es requerida a larga distancia o cuando es usada para
proveer de energia a la célula (Maruta, 1996). La enzima trehalasa es ubicua en las
plantas vasculares y sugiriere que podria desempefiar un papel en los mecanismos
de defensa a estrés y su accidon directa en degradacion de trehalosa derivada de
microorganismos asociados a las plantas como es el caso de micorrizas (Uno y cols,
2000).

1.5.3 Propiedades de la trehalosa como molécula
La trehalosa cuenta con distintas propiedades que le permiten ser de gran utilidad en
el area biotecnoldgica, como es la capacidad de osmoproteccién y retencién de agua
en condiciones de estrés abibtico, proteccion en condiciones de desecacion, altas
temperaturas, salinidad, oxidacion, y formacion de cristales en condiciones de
congelamiento sin ocasionar ruptura de las células (Crowe y cols, 1984 y Avonce y
cols, 2004). Respecto a la sustitucion de agua, la trehalosa toma su lugar durante la
deshidratacion o congelamiento y este mecanismo ayuda a estabilizar las moléculas;
en el caso de las proteinas éstas mantienen su actividad bajo estrés abiotico en
presencia de trehalosa (Lins y cols, 2001), protegiendo asi su estructura terciaria y su
actividad (Fig. 9A). Estd capacidad es mediada por la interaccion de puentes de
hidrogeno entre ambas moléculas debido a los grupos polares de la proteina y los

grupos hidroxilos de la trehalosa (Elbein y cols, 2003).
15



La trehalosa también tiene la cualidad de permanecer estable a altas temperaturas y
pH bajos al no ser un azlcar reductor como la sacarosa, evitando asi la reaccion de
Maillard en la que los grupos aldehido de los azlcares reduce a los grupos aminos,
produciendo el tipico color café asociado a la degradacion de las proteinas, reaccion
gue es acelerada a mayores temperaturas (Elbein y cols, 2003; Paiva y Panek,
1996). La forma en que la trehalosa protege las membranas durante la
deshidratacion radica en que interactia con ellas para favorecer la permanencia del
estado fluido de los lipidos, para asi evitar la fusién entre ellos, la separacién de las
fases y el rompimiento de las membranas (Crowe y cols, 1984) (Fig. 9B), al encajar
entre los grupos polares de las cabezas de los fosfolipidos con los que interactia

mediante sus grupos hidroxilos (Crowe y cols, 2001).
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FUSION OE LIPIDOS Y ROMPIMIENTO DE MEMBRANAS

Fig. 9 Esquema de la funcion de la trehalosa como osmoprotector
a) Proteccién de proteinas por la trehalosa, b) Protecciéon de membranas plasméticas (Xoconostle y
cols, 2013).

1.5.4 Usos biotecnolégicos de la trehalosa
La trehalosa tienen distintos fines biotecnoldgicos que van desde usos industriales

hasta médicos, de los cuales algunos se han desarrollado a nivel comercial (Tabla 2).
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Industrial alimentiria  Aditivo, preservador, endulzante o sustituto de sacarosa.

Protector de actividad Mantiene a T° ambiente enzimas termolabiles como DNA polimerasa, enzimas

enzimatica de restriccion y DNA ligasa.
Estabilizador y Mantenimiento de la actividad de moléculas inestables como anticuerpos
protector de después de afios de almacenaje.
moléculas
Osmoprotector en Acumulacion de trehalosa, conlleva a incrementar la tolerancia a sequia,

plantas transgénicas  salinidad y frio.

Marcador de seleccion Para la seleccion de plantas transgénicas, el gen AtTPS1 de A. thaliana,
cuando se sobreexpresa la plantas es capaz de conferir insensibilidad a la
glucosa en semillas y tejidos en cultivo in-vitro, que de otra forma se ven
inhibido por este monosacarido.

Uso en cosméticos Para atrapar y reducir la liberacién de malos olores, para su uso en cremas
faciales, corporales o desodorantes.

Usos médicos Para la disminucion de los sintomas de enfermedad de Huntington que evita la
formacion de agregados proteicos poli-glutdmicos y en la osteoporosis.

Tabla 2 Usos hiotecnolégicos de la trehalosa. (Fuente: Mascorro y cols, 2005; lturriaga y cols, 2009).

1.6 Cultivo de Tejidos Vegetales

El cultivo de tejidos se refiere a una serie de técnicas disefiadas para el crecimiento y
multiplicacion de células, tejidos y 6rganos usando soluciones nutritivas en un
ambiente controlado y aséptico. Esta técnica también se aplica a la modificacion y
mejoramiento de plantas, obtencién de plantas libres de patégenos, almacenamiento
de germoplasma, propagacion clonal y obtencion de metabolitos (Loyola y Vazquez,
2005; George y cols, 2008). El cultivo in vitro permite la obtencion de plantas por
distintas vias de cultivo como es la embriogénesis somatica, anteras, meristemos,

protoplastos, 6vulos o cualquier otra parte de la planta.

El cultivo in vitro tiene distintas ventajas como:
o« Obtencion de plantas libres de enfermedades (hongos, bacterias,
micoplasmas y virus).
« Permite la propagacion masiva de material vegetal en corto tiempo
conservando su potencial genético y calidad sanitaria.

o Facilita el cultivo de un gran niumero de plantas en una superficie pequeiia.
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« Conservacion de material biolégico por tiempo prolongado.

o Fitomejoramiento.

1.6.1 Embriogénesis somética

Una de las utilidades del uso de cultivo de tejidos in vitro en la induccion de
embriones somaticos, a partir de células somaticas, sin la necesidad de fusién de
gametos, caracterizandose estos por ser semejantes tanto estructural, fisiolégica y
bioquimicamente a los embriones cigoéticos y capaces de pasar por estadios

similares y desarrollar plantulas completas, con tallo y raiz (Freire, 2003).

Existen dos tipos diferentes de embriogénesis somética:

a) Embriogénesis directa, en este caso el embrion se origina directamente, a partir
de una célula o tejido, sin que se produzca formacién previa de callo (Freire, 2003).
b) Embriogénesis indirecta, este tipo de embriogénesis lleva a la formacion de un
callo a partir del cual se desarrolla posteriormente los embriones. En este caso las
células a partir de las cuales se forman los embriones, reciben el nombre de células
embriogénicas madres (Freire, 2003). Otra caracteristica es que durante las fases
iniciales del cultivo se necesita una alta relacion auxina/citoquinina durante la division
celular y la baja relacién entre estos componentes durante la fase de diferenciacion
(S6ndahl y cols, 1991).El proceso de induccién y desarrollo de embriones se divide
en cuatro fases:
v Fase O: Las células individuales competentes (estado 0) forman masas
embriogénicas en presencia de auxina y adquieren paulatinamente el
potencial para formar embriones, dando lugar a agregados celulares en

estado 1.

v' Fase 1: Es inducida cuando se produce una activacién de la division celular

(estado 2) en zonas localizadas.
v' Fase 2: Dichos agregados conduce a la formacion de embriones globulares.

v' Fase 3: Los embriones se desarrollan hasta plantulas pasando por los estados

de corazon, torpedo y cotiledonar.
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1.7 Transformacion Genética de Plantas

- Sistema biologico

Existen un gran nimero de estrategias para la transferencia de genes, como el uso
de Agrobacterium un patdégeno natural de plantas; que es una herramienta aplicable
a distintas especies de plantas dicotiledoneas y monocotiledoneas, que al ser
modificado genéticamente para eliminar sus genes de virulencia para la planta,
permite ser un sistema de transferencia del fragmento de DNA de interés. En general
Agrobacterium ofrece la ventaja de que la insercién del DNA de transferencia (T-
DNA) en el genoma, que ocurre frecuentemente en una o bajo nimero de copias en
el genoma de las plantas transformadas. Existen varios factores que pueden afectar
eficiencia de transformacion cuando se usa Agrebacterium como son la edad, tipo de
explante y el tipo de cultivo celular in vitro; siendo de mayor facilidad Ila

trasformacion de embriones inmaduros, hojas o raices (Loyola y Vazquez, 2005).

-Sistema mecanico

Otro sistema de transformacion es por biobalistica, que se basa en el bombardeo de
microproyectiles ya sea de oro o tungsteno recubiertas de DNA que entran a las
células blancos por aceleracion de estas particulas mediante una explosién o una
alta descarga de presion usando gases como Helio o CO2, permitiendo asi la
incorporacion de DNA foraneo al DNA de la célula (Sanford, 1993). Esta técnica se
implement6 dado a la necesidad de transformar plantas que eran recalcitrantes a la

transformacién por Agrobacterium (Loyola y Vazquez, 2005).

1.8 Variedades de Maiz Transformadas

En este proyecto se trabajo con distintas variedades de maiz como:

- Maiz H99: Linea pura de maiz originada en indiana y cuyo niumero de acceso es
P1 587129 (http://lwww.ars.grin.gov/cgi-bin/npgs/acc/display. pl1073 895) y que se
caracteriza por tener una alto vigor y desempefio en la formacién de callos
embriogénicos por medio de cultivo in vitro (Martinez-Nicolas, 2008). Asi como la

facilidad de cultivo y mantenimiento en laboratorio
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- Maiz hibrido Hi-Il (H99 x B73): Esta variedad y otras son llamadas Hi-Il por
gue presentan una alta frecuencia de induccion de callos embriogénicos Tipo
I que son menos compactos, mas friables y desdiferenciados como los

describe Armstrong y cols, 1991.

- Maiz hibrido VT-401: Se caracteriza por ser una variedad hibrida para alturas
de 800 a 1800 msnm, es decir valles altos y de transicion de 1800 a 2200
msnm. Esta variedad fue desarrollada por el INIFAP campus Toluca y es

producto de la cruza de dos progenitores con genotipo contrastante.

Esta dos Ultimas variedades se usaron con el fin de observar el efecto de la

modificacion del gen CENH3 en plantas hibridas con alto rendimiento.
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2. ANTECEDENTES

Existen diferentes reportes que han asocian la tolerancia a sequia a la presencia de
trehalosa como es el caso de Selaginella, que es una planta resucitadora que puede
restablecer su desarrollo después de la ausencia de agua. En el caso de Arabidopsis
al alterar la ruta biosintética de la sintesis de trehalosa, se han evidenciado efectos
en el desarrollo de los embriones y hojas, en la divisién celular y sintesis de la pared
celular, en la arquitectura de las inflorescencias, biomasa de las plantulas y plantas
adultas, en la fotosintesis, utilizacion de la sacarosa, en el metabolismo del almidén y
tolerancia a estrés abidticos, en particular a sequia y altas temperaturas (Elbein y
Mitchell, 1974; Crowe y cols, 1984; Pan y cols, 2003; Cortina y Culidfiez-Macia, 2005;
Miranda y cols, 2007). Pero también existen efectos en el crecimiento o floracion
precoz, atribuyendo que estos efectos posiblemente al aumento del intermediario
trehalosa-6-fosfato (T6P).

Respecto a la adquisicion de tolerancia a sequia en plantas y en especial a las de
interés agrondémico, se han reportado principalmente dos estrategias para la
obtencion de plantas genéticamente modificadas tolerantes a sequia, la primera es el
uso y manipulacién de los genes involucrados en la sintesis de trehalosa, originando
la obtencion de cierta tolerancia a estrés abidticos y en especial a sequia, pero
obteniendo también alteraciones fisiologicas en algunas de ellas, la segunda
estrategia es la inhibicion o silenciamiento de la enzima trehalasa, que se ha llevado
a cabo principalmente en plantas de tabaco, usando el RNA antisentido de trehalasa

de alfalfa, y hasta el momento no ha originado alteraciones fisiol6gicas en las plantas

(Tabla 3).

E. coli No reportadas Sequia Holmstrém, K.O
et al., 1996
TPS1 Levadura (S. Tabaco Esterilidad Parcial, Pérdida Sequia Romero et al.,
cerevisiae) de dominancia apical, 1997
hojas, raiz.
TPS1-2 S. cerevisiae Tabaco Aberraciones pleiotropicas Sequia Karim et al., 2007
en el crecimiento
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TPS1 S. cerevisiae Tomate Alteracién en el desarrollo Sequiay Salinidad Cortina, y
de laraizy brotes. Culiafiez-Macia,
2005
TPS1 Arabidopsis Arabidopsis Retraso de floracion Sequia Avonceet al 2004
OtsA- OtsB¢/ E. coli Arroz No Sequia, Salinidad y Garg et. al., 2002
TPS-TPP Bajas Temperaturas Jang et at 2003
TPS1-TPS2¢ S. cerevisiae Arabidopsis No Sequia, Salinidad, Altas Miranda, et al.,
Temperaturas y 2007
Congelamiento
TPS1- TPS2 S. cerevisiae Alfalfa Retraso del Sequia, Salinidad, Altas Suérez, et al.,
Crecimiento Temperaturas y 2009
Congelamiento
TPS1-TPP S. cerevisiae Azospirillum No Sequia Rodriguez et al.,
brasilense — Maiz 2009
Anti-RNAmM Alfalfa Tabaco No Sequia Gamez et al., 2004
Trehalasa
(TRE)
Anti-TRE Y Alfalfa Tabaco No Sequia Guo et al., 2010
RNAi

Tabla 3 Reportes del efecto de la acumulacion de trehalosa en diferentes plantas,

otorgando cierta tolerancia a sequia y a otros estreses abioticos.

Por lo anteriormente mencionado en el trabajo de maestria se generaron plantas
tolerantes a sequia evaluadas en invernadero, obtenidas mediante el uso de un
MRNA anti-sentido de la enzima trehalasa bajo la regulacién del promotor 35SCamv
(35S-TreAS-Tnos), que nos permito disminuir la hidrélisis de la molécula de
trehalosa en dos moléculas de glucosa; logrando asi una mayor acumulacién de
trehalosa y obteniendo plantas de maiz con una mayor tolerancia a estrés por sequia
y mejores caracteristicas fisioldgicas cuando se compararon con su contraparte
silvestre en condiciones de invernadero; cabe resaltar que también se observé que la
inhibicion de la enzima trehalasa tiene efectos no sélo de proteccion contra estrés
hidrico, sino también impacta positivamente el crecimiento, fotosintesis y tolerancia a

bajas temperaturas en plantas de maiz (Fig. 10).
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Fig. 10 Analisis de crecimiento y parametros fotosintéticos de plantas tolerantes a sequia
en invernadero, comparadas con plantas de maiz silvestre B73. A) Gréafica comparativa de crecimiento
vegetativo de plantas de maiz genéticamente modificadas (GMs) Vs silvestres; B) mediciéon del
porcentaje de humedad relativa, C) medicién de tasa fotosintética; y D) contenido interno de H20 en

hojas de plantas silvestres y GMs en condiciones de humedad y sequia.

Entre las principales busquedas de mejoramiento de los cultivares de interés
agronomico es la tolerancia o resistencia a estrés bidtico y abidtico, y al mismo
tiempo la presencia de vigor hibrido o heterocigosis en estas plantas, como es el
caso del maiz. Actualmente existen grandes dificultades técnicas para la produccién
de maiz hibrido dado al elevado de la costo de obtencién de este tipo de semillas y
por otro lado, la productividad en especies de polinizacion abierta depende en gran
medida del estado de heterocigosis de la planta; mientras mayor heterocigosis de la
plantas, mayor productividad obtenida; pero a medida que se dan las
autopolinizaciones esta heterocigosis disminuye ocasionando la perdida de ciertas
caracteristicas deseadas y ocasionando la dependencia de semilleras. En nuestro
caso al querer evaluar plantas GM en campo que sean tolerantes a sequia, pueden
estas perder esta capacidad en el transcurso de las generacion y ademas es de vital
importancia que esta cualidad este presente también en variedades de alta

productividad (vigor hibrido) y que se preservé en las generaciones. Esto es posible
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si se pudieran tener plantas que fueran dobles haploides, capaces de eliminar el
genoma de uno de los parentales y asi obtener cigotos haploides que son
convertidos a dobles haploides después de la fertilizacion. Tal es el caso de la
cebada (Hordeum vulgare X Hordeum bulbossum) que cuenta con un mecanismo
selectivo de eliminacion de uno de los genomas en los cigotos por una mala
segregacion de los cromosomas, encontrandose que dicho efecto recae sobre la
accion de la histona especifica de centromero variante de H3 (CENH3), por pérdida
de su actividad o incorporacion no equitativa en los centrémeros cuando se da la
cruza interespecifica (Sanei et al., 2011). Talbert y cols, en el 2002 encontraron la
variante de la histona H3 en Arabidopsis thaliana denominada HTR12, observando
gue dicha proteina igualmente se localiza en los centromeros tanto en mitosis como
en meiosis, y que el N-terminal es altamente hipervariable entre especies de
Arabidopsis y mamiferos como Drosophila, sugiriendo el papel de este amino

evolutivamente para el desarrollo y formacion del centromero en plantas y animales.

En otros trabajos donde se han enfocados en la obtencién de plantas haploides,
como los realizados por Ravi y Chan en el 2010, se demostré que perturbaciones en
la histona centromerica CENH3 usando como planta modelo Arabidopsis thaliana, es
posible crear progenie haploides y dobles haploides. En este trabajo tenian una
mutante nula rescatada por GFP-tailswap que expresa la proteina alterada de
CENHS3 por cambio del amino-terminal por la de la histona convencional H3, y al ser
cruzada con una planta silvestre, los cromosomas de la mutante en la meiosis son
eliminados y se obtiene una progenie haploide, que son espontaneamente
convertidos a diploides fértiles (dobles haploides). Este fendmeno se explica como
una duplicacion de los cromosomas o divisiones no reduccionales durante la meiosis,
lo que permite que el genotipo de un solo parental se perpetie. Con dicho hallazgo
se propone que esté comportamiento se debe a que los centrémeros controlan la
herencia de los cromosomas, por lo que al recibir el cigoto los cromosomas de GFP-
tailswap, son mal segregados y eliminados, originando asi plantas haploides, y al ser
CENHS3 altamente conservada en los eucariotas se podria usar esta estrategia en

otras plantas.
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En el mismo afio Ravi y cols, 2010, observaron que al usar distintas variantes
transgénicas de CENH3 en Arabidopsis thaliana, para su correcto funcionamiento se
requiere del dominio N-terminal, ya que al realizar una complementacion en la
mutante nula cenh3 con un N-terminal de una CENH3 heter6loga de una especie
cercana; caso que no ocurre en trabajos realizado con CENP-A de humanos.
También confirmaron que el dominio del N-terminal fusionado al dominio del C-
terminal de la histona H3.3 no se localiza en el cinetocoro, pero una proteina que
contenga el dominio del N-terminal H3.3 y el dominio de la histona CENH3 (GFP-
tailswap) muestra fluorescencia en el cinetocoro indicando su localizacion y esta al
mismo tiempo rescata el fenotipo cenh3-1 que es embriogénicamente letal (caso
reportado previamente por Ravin y Chan, 2010). Por otro lado presenta una
disminucién a nivel de funcionalidad respecto a la nativa, que induce un alto nivel de
inadecuada segregacion de los cromosomas y aborto de semillas cuando es cruzado
con silvestres, de igual manera las plantas mutantes letales rescatadas son estériles,
lo que conlleva a pensar que esta proteina es funcional en mitosis pero no en
meiosis. Al evaluar estos resultados los autores propusieron eliminar el N-terminal de
CENHS3 y solo funcionar el dominio de la histona CENH3 con GFP y sin GFP,
conllevando esto a la no obtencion de progenie con GFP, sugiriendo que CENH3

requiere de éste dominio N-terminal para tener un cinetocoro funcional en meiosis.

Ravi y cols en el 2011 corrobord con otros estudios que variantes de CENH3 y
alteraciones en el dominio N-terminal, conllevan a esterilidad en Arabidopsis por
inadecuada segregacion de los cromosomas, estableciendo que éste es el primer
defecto que se observa al inicio de la metafase |, permitiendo deducir que los
centromeros tienen un mecanismo especifico que involucra el dominio N-terminal de
CENH3.

Trabajos realizados en tabaco y arroz por Nagaki y cols, 2009, observaron en
cultivos de células de tabaco, la localizacion de CENH3 se da en el centrdmero pero
gue no sucede lo mismo en plantas poliploides como arroz y luzula que esta tanto en
centromero como dispersa y que CENH3 de luzula puede localizarse en el
centromero de células de tabaco, al igual que observaron que el N-terminal es

importante para las interacciones proteina-proteina.
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Lo anteriormente mencionado sugiere que una planta heterocigota puede mantener
su vigor hibrido al generar cigotos haploides que eliminan el material genético de uno
de sus parentales y luego originar dobles haploides (diploides); lo que permite
plantear que plantas heterocigotas pueden realizar un mantenimiento asexual a
través de la expresion de la proteina modificada de CENH3, que al expresarse en un
organismo diploide puede conllevar a la obtencion de cigotos que sean dobles
haploides hibridos similares al progenitor, manteniendo asi su acervo genético. Si se
aplica a maiz que posee una elevada polinizacion abierta nos permitird generar
hibridos asexuales sin tener que realizar cruzas previas de acuerdo al modo actual
de produccion mundial de hibridos, al igual que originar una barrera biolégica para

posibles cruzas con material silvestre en campo.
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3. JUSTIFICACION

Actualmente son las empresas semilleras trasnacionales las que comercializan la
mayor cantidad de semilla certificada de maiz (Zea mays L.) en México, lo que ha
llevado a un aumento en el precio de la semilla y a que los agricultores dependan de
ellos en cada periodo de cosecha; por lo que es necesario la busqueda de
transferencia de nuevos hibridos, variedades mejoradas de maiz y de tecnologia de

produccion de semilla.

Una alternativa muy factible y adecuada para solucionar esta dependencia, es la
obtencion de hibridos que puedan mantener su vigor en el transcurso de las
generaciones, permitiéndoles asi el uso de semillas obtenidas en cada cosecha. Por
lo anterior se propone modificar genéticamente variedades hibridas, a partir de la
modificacion del gen CENH3, mediante la eliminacion del N-terminal, ya que en
trabajos previos se ha dilucidado la importancia del N-terminal en el correcto
funcionamiento de esta proteina en la mitosis, pero principalmente en la meiosis,

permitiendo asi la obtencion de plantas dobles haploides.

Ademas se propone conjuntamente el uso de un fondo genético de tolerancia a
sequia mediante la utilizacién de trehalasa anti-sentido con el fin de disminuir la
actividad de dicha enzima que es la encargada de hidrolizar el disacarido trehalosa, y
con esto permitir su acumulacién y otorgar tolerancia a distintos estrés abiéticos
como sequia en plantas; dato ya corroborado en la fase de invernadero en el trabajo
de maestria con la obtencién de plantas de maiz CEIA-9, y durante el transcurso de
este trabajo se realiz6 una prueba en campo para la evaluacion del desarrollo,
tolerancia a sequia, pruebas bromatologias y toxicoldgicas en estas plantas con
tolerancia a sequia con el fin de implementarlo en plantas que tengan la histona
cenh3 mutada y que permitan mantener esta capacidad de tolerancia en sequia en

plantas de un alto vigor hibrido.
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4. HIPOTESIS

H1: Mediante la manipulacion del gen CENH3 (histona especifica de centrédmero
variante de H3) se originard un efecto en el contenido del material genético,
permitiendo originar una reduccién de diploidia a haploidia que puede ser usado en

el fondo genético de tolerancia a sequia.

H2: Plantas con el fondo de tolerancia a sequia presentaran un mejor desarrollo y

tolerancia a distintos niveles de sequia en campo.
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5. OBJETIVO GENERAL

1- Obtencion de lineas de maiz con una mutacion dominante negativa en el gen
CENH3 para mantener el estado hibrido para ser aplicado en el fondo

genético de tolerancia a sequia.

2- Evaluacién en campo usando distintos niveles de sequia en plantas CIEA9

gue tienen el fondo de tolerancia a sequia.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Elaboraciéon de las construcciones del gen Cenh3 tanto con el promotor 35S-
CaMV y Knotted1l.

2. Obtencion de plantas de maiz que tenga la modificacion CENH3 y TreAS.

3. Verificacién de la obtencién de plantas genéticamente modificadas con el gen
Cenh3y TreAS.

4. Cuantificacion de los transcriptos de las plantas con modificacion en el gen
CENH3y TreAS.

5. Determinacion del efecto de la modificacion en la histona CENH3 en el ciclo

celular de las plantas.

6. Andlisis bromatolédgicos y toxicolégicos de las plantas de maiz tolerantes a

sequia con TreAS.

7. Evaluacién fisioldgica, productividad y tolerancia a sequia en campo de

plantas con el fondo genético de tolerancia a sequia.

8. Cuantificacion del contenido de trehalosa en plantas tolerantes a sequia.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Diseno Y Obtencién de Construcciones

7.1.1 Construccion gen CENH3 de maiz

Para la obtencién de la construccién se realiza la amplificacién por PCR de cada uno
de los componentes de las construcciones (Tabla 4 y 5; Anexo 1), para posteriormente
realizar el ensamble total de cada construccion. La primera construccion llamada C1
esta compuesta por el gen CENH3 (ID Q8LK76) sin el amino terminal, bajo la
regulacion de promotor Knottedl (ID AY260164.1), y el terminador Nos (ID
JN811690.1); la segunda construccion llamada C2 esta es bajo la regulacion de
promotor 35S- CaMV (ID AB626683.1) (Fig. 11).

C1 EcoRl EcoRl

o

CZ EcoRlI

EcoRlI

EcoRlI

—L»h@l

Fig. 11 Esquema representativo del disefio de las construcciones el gen CENH3

sin el amino terminar (-aaTerminal).

La obtencion del gen CENH3 es mediante un ensamblaje in vitro de 5 oligos de 98 pb
gue contienen 20pb que permite la hibridacién entre los oligos durante la PCR de
cada fragmento que compone el gen (Tabla 4 y 5). Posteriormente se realiza una PCR
que amplifique todo el fragmento que tiene también bases que hibridan con su

respectivo promotor y terminador.
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Agua destilada estéril 8.45
Buffer 10 x 1
dNTP’s 25 Mm 1
Oligo Directo (5’) 0.5
Oligo reverso (3’) 0.5
0.05
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
DNA Molde (100 ng/uL) 1
Volumen final 125

Tabla 4 Mezcla de reaccidn para amplificacion mediante PCR del Promotor 35S, knotted, cenh3 'y

tnos.

Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
)] (m:s) S (m:s) )] (m:s)
94 0:30 94 0:30 94 4:00
94 0:10 94 0:10 94 0:40
45/ 67 0:30 67 0:45 62 0:30
72 0:30 72 1:00 72 1:20
72 5:00 72 5:00 72 7:00
6 | - 6 | 16

Tabla 5 Condiciones de amplificacion por PCRpf de cada componte de las construcciones
promotor 35S de 853pb, knotted de 1358pb; transgen de 330 pb y Tnos de 271pb. En todas se
realizaron 35 ciclos (del paso 2 al 4) para asegurar la amplificaciéon de los insertos.

7.1.1.1 Ensamblaje de construcciones
El ensamble in vitro de los promotores con el gen CENH3 y el terminador, se realiza
en distintas etapas, en el caso de la primera construccion C1 (35S-Cenh3-Tnos) se
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ensambla primero el promotor con el gen usando el oligo directo del promotor y el
oligo reverso del gen y ya obtenido este fragmento se realiza el ensamble de este
con el T-nos, usando el oligo directo del promotor y el oligo reverso del T-nos (Tabla
6); en el caso de la segunda construccién C2 (Knotted1-CENH3-T-nos) se ensambla
primero el gen con el T-nos usando el oligo directo del gen y el oligo reverso del T-
nos, una vez obtenido este fragmento se realiza el ensamble de este con el promotor

Knotted1, usando el oligo directo del promotor y el oligo reverso del T-nos (Tabla 6).

Fragmento 1 (50 ng) 1 94 °C ------- 5 min
Fragmento 2 (50 ng) 1 Rampade 1 °C /1 min
Buffer Takara 10 Nm 2.5 Hasta llegar a 45 °C
H20dd 15.5

Reaccién 2 Volumen (ul) Programa (Rampa 2)
dNTPs 25 mM 2.5 72 °C ------- 10 min
Enzima Takara 0.1
H-Odd 24

Reaccion 3 Volumen (ul) Programa (Rampa 3)
H-Odd 15.1 94 °C ------- 45 seg
Buffer Pfu 10X 2 94 °C ------- 45 seg |
dNTPs 25 mM 0.5 60 °C ------- 45seg | X 30
DNA fragmento rampas 1 72 °C ------- 1min |
Oligo F (Fragmento 1) 0.5 72 °C -----—-- 10 min
Oligo R (Fragmento 2) 0.5 16 °C ------- end
Enzima Pfu 0.4

Tabla 6 Rampa de ensamblaje para la obtencién de las construcciones.

7.1.1.2 Ligacion de construcciones ensambladas a vector de entrada.

Los productos ensamblados son ligados en el vector de entrada

PCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (invritogen) (Fig. 12 y Tabla 7A), siguiendo las
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instrucciones del proveedor, se incuba a 24°C (toda la noche) y se utiliza el producto
de la reaccion para transformar células competentes de Escherichia coli DH5a. (Anexo
2). La verificacion de los insertos en el vector se realiza mediante la extraccion de
DNA plasmidico (Anexo 3), para posteriormente realizar digestion enzimatica (Tabla
7B) y PCR para verificacion de las clonas positivas (Sambrook y cols, 1999).
Simultdneamente, dichas clonas positivas son llevadas a los servicios de

secuenciacion para verificar el correcto ensamble.

H.Odd 1 DNA molde (5ug/ul) 2
Buffer 0.5 Buffer NE1 (1X) 0.5
Producto de PCR 1 EcoR1 0.02
Vector PCR8/GW/TOPO 0.5 H20 destilada estéril 2.48
Volumen final 3 Volumen final 5

Tabla 7 Mezcla de reaccion para ligacion

Fig. 12 Esquema del vector de clonacion PCR8/GW/TOPO
gue contiene el gen de seleccidén por espectinomicina, y sitio de clonacién con los sitos flanqueantes
attll y attl2.

7.1.1.3 Subclonacion a vector de expresion

Posterior a la clonacion de las construcciones en el vector de entrada
PCR8/GW/TOPO, se realiza la subclonacién al vector destino de expresion
pBGWFS7 de Karimiy cols, 2002 (Fig. 13 y Tabla 8) que contiene en gen de seleccién
Bar; que permite seleccionar las plantas mediante el uso del herbicida Glufosinato de

amonio tanto en cultivo in vitro o directamente en la planta. Realizada la reaccion de
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subclonacion se transforman las células competentes de Escherichia coli DH5a
(Anexo 2) por choque térmico y luego se verifica la subclonacion siguiendo los
mismos pasos que en la clonacién al vector PCR8. Posteriormente el vector de
expresion es introducido a Agrobacterium tumefaciens AGL1 por electroporacion

(Anexo 4).

/ /Ba'

PEGWF §7,0/C1
12378 &g

2

Asel fagon)
i (S804
Asty aoTe

Fig. 13 Esquema del vector de expresién destino pPBGWFS7
gue contiene el gen de seleccién espectinomicina en bacteria, en planta el gen Bar y el sitio de
clonacién con los sitos flanqueantes attll y attl2.

Reaccion Volumen pl

H-Odd 15

PCR8/GW/TOPO (Vector de entrada linearizado — 75nQ) 2
pBGWFS7 (Vector destino sin inserto -150nQ) 2
Enzima LR Clonase 0.5

Volumen final 6

Tabla 8 Mezcla de clonasa para la subclonacion de las construcciones
en el vector PCR8 al vector pPBGWFS7 (incubacion a 25°C por 4h o toda la noche).

7.1.2 Construccion RNA antisentido de Trehalasa

La construccion antisentido de Trehalasa (TreAS) (ID 100280412) estad bajo la
regulacion del promotor 35S-CVM vy el terminador Nos (Fig. 14). Esta construccién

proviene del vector PUC57, la cual fue posteriormente clonada al vector
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PCR8/GW/TOPO y que fue usada para la transformacion de E. coli DH5a por choque
térmico (Anexo 1). El vector obtenido con laconstruccion es subclonada al vector de
expresion pPBGWFS7 y luego se lleva a Agrobacterium tumefaiens AGL1 (Anexo 4).
La construccion es verificada por PCR y digestién enzimatica durante todo el proceso
de clonacion y subclonacion (Tabla 7B). La metodolégica especifica de plantas B73
obtenidas por biobalistica tolerantes a sequia evaluadas en campo se encuentra en

el articulo anexo.

EcoRv
EcoRI EcoRI

b oA} ot

Fig. 14 Esquema del disefio de la construccién de RNA antisentido del gen Trehalasa (TreAS).

7.1.3 Electroforesis de producto de PCR

Usando agarosa al 1.0 % p/v en amortiguador TBE 0.5% (Maniatis et al. 1982), el
producto de PCR es visualizado utilizando un transiluminador de radiacion
ultravioleta (Hoefer-Uvis-20). La imagen es digitalizada con el Fotodocumentador
EDAS 120 Kodak Digital Science™.

7.2 Obtencién de Plantas Genéticamente Modificadas

7.2.1 Transformacion de callos por biobalistica con el gen cenh3 y TreAS

7.2.1.1 Generacion de callos embriogénicos

Para la induccion de callos embriogénicos Tipo Il se usan semillas de las lineas de
maiz H99 y H99 x B73, que son germinadas en medio Murashige & Skoog (MS) de
induccion (Tabla 9). Posteriormente, los callos generados son propagados y re-

cultivados cada 20 dias en medio de mantenimiento (Tabla 9).
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Macronutrientes 200 ml/L 200 ml/L 100 ml/L
(5X)

Micronutrientes 10 ml/L 10 ml/L 5 ml/L
(100X)

Vitaminas (50X) 20 ml/L 20 ml/L 10 ml/L
Adenina 80 mg/L 80mgL
Caseina Hidrolisada 750 mg/L 750mg/ e
Sacarosa 30 g/L 30 g/L 30g/L
Agar (Phytagel) 3g/L 3g/L 3g/lL
Ph 5.8 5.8 5.8
Dicamba 2 mg/L 2mg.
BAP (4. e 0.2 mg/L
Aminopurina)

PEG 3% (5x) 100 ml/L J—
PEG 12% (5x) 100 ml/L
Glufosinato de 1 ml/L
amonio

Tabla 9 Composicion del medio MS

7.2.1.2 Recubrimiento de microproyectiles para biobalistica

El recubrimiento de los proyectiles se basa siguiendo los protocolos de Tomes y cols,
1995; Cabrera y cols, 1997 y el descrito por la Universidad de lowa, 2005. El cual
consiste en el uso de particulas de oro de 0.6 um (1.5 mg en 50 ul de H20) (Anexo 5),
a las que se les adiciona DNA a una concentracion de 1 pg/ pl (usando el kit de
extraccion de plasmidos de Qiagen), posteriormente se adicionan 50 ul de Cloruro de
Calcio (2.5M) y se mezcla suavemente. Luego se adicionan 20ul de espermidina

base libre (0.1M) y se mezcla mediante sonicacién hasta que esté homogénea la
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mezcla, a continuacion se centrifuga a 5000 rpm por 15 segundos. El sobrenadante
es retirado y se inicia la precipitacion adicionando 600ul de etanol absoluto (100%)
frio y sonicar hasta que este homogénea la mezcla. Se vuelve a centrifugar a 5000
rpm por 15 segundos. Posteriormente se retira el sobrenadante y se adicionan 75 pl
de etanol absoluto (volumen para un total de 7 disparos) y por ultimo, en cada
membrana de Kapton (macroacarreador) se colocan 10ul de las particulas ya

recubiertas.

7.2.1.3 Bombardeo de microproyectiles

Los microproyectiles recubiertos con el DNA plasmidico fijados en la membrana
macroacarreadora, son usados para la proyeccién en embriones somaticos (1mm de
tamafo), estos uUltimos son puestos de manera individual en el centro de las cajas
petri (30 embriones por caja por triplicado) que contienen medio MS suplementado
con sacarosa al 8%. Para el bombardeo se utiliza el sistema de biobalistica PDS-
1000/He™ System (Bio-Rad) con discos de ruptura y presion de helio de 1100 psi
basados en Cabrera-Ponce y cols, 1997 y Sanford y cols, 1993.

7.2.1.4 Seleccién y regeneracion de callos transformados

Los callos (embriones somaticos) previamente transformados son sometidos al
medio MS de seleccion (Tabla 6) que contiene Bialafos, PEG 12% o combinacién de
estos agentes de seleccidn, esto ultimo en callos transformados al mismo tiempo con
las construcciones del gen CENH3 y TreAS. Posteriormente son incubados a 26 °C
en oscuridad y cada 10 dias se realizan pases a medio nuevo de seleccién (4 a 5
pases en total). Terminada la etapa de seleccion, los callos que crecen en el medio
de seleccidn son llevados a medio de regeneracion (Tabla 6) donde estan de 7 a 10
dias en oscuridad a 26°C y luego se llevan a fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad

a 26 °C hasta la regeneracion de la planta.
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7.2.2 Obtencion de Plantas GM por Agroinfeccion

Para la obtencidn de plantas GM con las construcciones anteriormente mencionadas,
también se utilizé otro método que consiste en la trasformacion de plantulas de maiz
de la variedad VT401 (60 semillas por construccién por cuadriplicado) de tres dias de
germinacion mediante la exposicion del meristemo a Agrobacterium tumefaciens
AGL1 previamente transformado y crecido en cajas Petri de medio Luria-Bertani (LB)
con espectinomicina, kanamicina y carbenicilina como antibiéticos (Anexo 4) a 28 °C
por dos dias. Posteriormente, Agrobacterium es resuspendido en medio MS liquido
previamente inducido con acetosiringona (140uM). A continuacion, las plantulas son
expuestas al la solucion con Agrobacterium y se dejan crecer durante dos dias en

camara de humedad y luego son sembradas en invernadero.

Cuando las plantas tienen de 15 a 20 dias de crecimiento se aplica Glufosinato de
amonio al 1% con tween 80 al 0,1% en la tercera, cuarta y quinta hoja con un hisopo
de algodén en un area de 0.5 x 0.5 cm?, con el fin de evaluar la tolerancia al

herbicida y seleccionar las plantas que estan transformadas.

7.2.3 Obtencion de plantas B73 con TreAS

Plantas B73 transformadas por biobalistica usando el RNA antisentido de trehalasa
(684pb) y que fueron evaluadas en invernadero durante la maestria, estan
flankeadas por el promotor 35S-CaMV y el Terminador Nos. Las lineas evaluadas en
esté trabajo que presentaron tolerancia a sequia en condiciones de invernadero
fueron llamadas CIEA9-1 y CIEA9-2. Estas fueron las usadas para evaluar en campo
junto con otras con B73 silvestre como control (B73), maiz criollo rojo (CR) y el
hibrido CIEA9 X CR (Para mayor informacion se anexa articulo).

7.2.4 Crecimiento en invernadero de plantas GM

Las plantas provenientes de cultivo in vitro cuando presentan un tamafio adecuado y
buen desarrollo radicular en medio de regeneracion, son trasplantadas a macetas
para su aclimatacion en la camara de crecimiento marca Percival y después de 15
dias son llevadas a condiciones de invernadero y sembradas en macetas de 60 cm

de altura que contienen 40% turba, 40 % tierra y 20% agrolita a una temperatura
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entre 25 a 30 °C y humedad relativa de 40 al 50% y un fotoperiodo de 16h luz y 8h
oscuridad. Las plantas son suplementadas con una solucién nutritiva de Miracle-Gro
y TR Nutrigarden que contienen nitrégeno, fosforo y potasio (17-17-17). Estas
condiciones de invernadero fueron tanto para las plantas de cultivo in vitro como las

obtenidas por agro-infeccion.

7.3 Analisis Moleculares de plantas GM

7.3.1 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realiza tanto a controles silvestres, como a plantas GM
(H99, HIl H99XB73, VT-401 y B73). El tejido es pulverizado por crio-fractura con
nitrégeno liquido, y la extraccion se realizada mediante el sistema comercial
DNeasy® Plant (QIAGEN, Hilden, Alemania), de acuerdo con las recomendaciones

del proveedor.

7.3.2 Deteccion de transgen por PCR punto final

Para la comprobacién de la transformacion de las plantas transformadas con cenh3
ylo TreAS, se amplifica por PCR punto final (PCRpf) tanto el promotor 35s, gen cenh3
/| TreAS o T-Nos y en algunos casos se detecta solo el gen Bar, para el caso de
plantas transformadas con ambas construcciones (cenh3 / TreAS) (Anexo 1). Para
plantas B73 usadas en la prueba de campo se detectaron mediante la amplificacion
del promotro 35S-CaMV (Para mayor informacion se anexa articulo). Las condiciones
de amplificacion son a 94°C, 4 min (1 ciclo); 94°C, 40 seg, 60°C, 30 seg y 72°C, 1

min (35 ciclos); 72°C, min (1 ciclo).

7.3.3 Numero de copias por ddPCR

Para la identificacion del numero de copias por genoma de las plantas
transformadas, el DNA gendmico de todas las muestras es tratado con la enzima de
restriccion EcoRlI (15u) por 1h a 37°C, la fragmentacion del DNA es necesaria para
obtener un 6ptimo analisis del numero de copias y adecuada distribucién de la
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muestra en el equipo de digital droplet PCR (ddPCR) QX200 de Bio-Rad. La mezcla
de reaccion se realiza en un volumen de 20 pl y se disefian oligos y sonda para
detectar el gen BAR (para las construcciones del gen CENH3 ) y el promotor 35S-
CaMV (en el caso de TreAS) como gen exégeno/Blanco y el gen HMG1 como gen
enddgeno/referencia (Anexo 1). La concentracién final de los oligos es de 900 mM, la
sonda a 250 mM y el DNA a 100 ng/ul en plantas, B73, H99 Y H99XB73 (HIl) y a 50
ng/ul en plantas Vt-401 (Tabla 8). En cada reaccion se procesan aproximadamente
20,000 nanogotas (Droplet generator QX-200) en una reaccion de PCR vy
posteriormente se realiza su analisis en el Droplet-reader QX200. La mezcla de
reaccion se realiza segln especificaciones del proveedor (PrimePCR™ ddPCR™
Copy Number Varation (CNV) assay — BioRad) y las condiciones en el termociclador
son 60°C, 30 min (1 ciclo); 95°C, 5 min (1 ciclo); 94°C, 30 seg and 60°C. 1 min (40
ciclos); 94°C, 10 min (1 ciclo). El analisis de los datos se realiza por la distribucion de

Poisson mediante el software del programa de ddPCR.

7.4 Cuantificacién de los niveles de expresion del mRNA

Para la cuantificacién absoluta del mensajero de CENH3, TreAS y HMG1 (Anexo 1),
se realiza la extraccion de RNA de hojas de plantas transgénicas y controles, usando
el kit Direct-zolITM RNA (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del proveedor.
La cantidad de RNA usado es de 10 ng para una reaccion de 20 pl del kit One Step
RT-ddPCR (Bio-Rad) siguiendo instrucciones del proveedor. La concentracion final
de los oligos y sonda es de 900 mM y 250 mM respectivamente. Las condiciones en
el termociclador son 60°C, 30 min (1 ciclo); 95°C, 5 min (1 ciclo); 94°C, 30 seg y
60°C. 1 min (40 ciclos); 94°C, 10 min (1 ciclo). El analisis de los datos se realiza por

la distribucion de Poisson mediante el software del programa RT-ddPCR.

7.5 Andlisis de ciclo celular en plantas con cenh3

7.5.1 Citometria de flujo
Considerando que la modificacion en la histona CENH3 podria originar cambios en el
ciclo celular y niveles de aploidia en las plantas genéticamente modificadas, se

realiza la deteccién del ciclo celular por citometria de flujo de nucleos de hojas
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mediante el uso del Kit CyStain UV Precise P, que consiste en cortar
aproximadamente 1 cm? de hoja y fragmentarlo mediante un bisturi por 1 min y luego
adicionar el buffer de extraccion e incubar por 30 min, después de la incubacion las
muestras son filtradas (diametro de 50 um de poro del filtro) y se adiciona a la
muestra 1.6 ml de buffer de tincién (contiene DAPI) y se incuba por 1 min.

Posteriormente, se analizan usando el citometro Fortessa con el canal de luz UV.

7.5.2 Andlisis morfolégico de anteras (Meiocitos)

El analisis de células sexuales de anteras se realiza al inicio de la época de floracién
temprana de las plantas. Los meiocitos de las anteras son fijadas en solucion
Carnoy’s (etanol: acido acético glacial en proporcion 3:1 v/v) durante toda la noche a
temperatura ambiente. Posteriormente, se lavan con etanol al 96% y se dejan en
etanol al 70% a 4°C hasta su uso (Freeling & Walbot 1993 y Reichmann & Wellmer
2014). La anteras fijadas son lavadas 3 veces con buffer de citrato (Citrato de Sodio
0.01M y D-Sorbitol 0.32M) y luego se adiciona el buffer de extraccién de nucleos del
kit CyStain UV Precise P por 1h a temperatura ambiente, se lava 3 veces con buffer
de citrato y se ponen a tefir en el buffer de tincibn con DAPI del kit CyStain UV
Precise por 4 a 6 h a 4°C en oscuridad. A continuancién las anteras son puestas en
el porta-objetos y se cortan transversalmente para poder sacar los meocitos y se
descartan células externas (epidermis, endotedium, tapetum, etc) y se visualizan
mediante microscopia confocal usando el laser UV del equipo Leica SP8, en el

objetivo de 63X con aceite de inmersién (Ruzin, 1999).

7.5.3 Andlisis morfoldgico y ciclo celular en raiz

Con el fin de evaluar la composicion cromosomica de las plantas transgénicas, se
analizan tanto parentales como progenie mediante el uso de meristemos de raiz. En
el caso de las plantas FO que son transformadas, los meristemos de raiz son
colectados antes de sembrar las plantas y en el caso de la progenie F1, son
germinadas sobre papel filtro en placas petri a 25°C para colectar los meristemos.
Las raices se incuban durante 2 h con Colchicina para acumular células en mitosis y
contraer los cromosomas Yy luego son fijadas en solucion Carnoy’s (etanol: &cido

acético glacial en proporcion 3:1 v/v) toda la noche a temperatura ambiente.
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Posteriormente, se lavan con etanol al 96% y se dejan en etanol al 70% a 4°C hasta
su uso (Freeling y Walbot, 1993; Reichmann y Wellmer; 2014). A continuancion las
raices se lavan 3 veces con agua destilada y son puestas en buffer de digestion de
extraccion de nucleos del kit CyStain UV Precise P por 1 hora a temperatura
ambiente. Luego se hace una posfijacion 10 min en glutaraldehido al 2% en buffer de
citrato (Citrato de Sodio 0.01M y D-Sorbitol 0.32M) y se lava cuidadosamente 2

veces en agua destilada y se incuba 5 min en SDS 2% en buffer de Tris 50 mM.

Para la tincion se ponen las raices en el buffer de tinciobn que tiene DAPI del kit
CyStain UV Precise P a 4°C por 4 — 6 horas a oscuridad, por ultimo los meristemos
son puestos en porta objetos y con un cubreobjetos se realiza la técnica de squash y
se visualizan por microscopia confocal mediante el laser de UV (Leica confocal sp8)

usando el objetivo 63X con aceite de inmersion.

7.6 Andlisis bromatolégico y toxicologico de Plantas de TreAS

El andlisis bromatoldgico se lleva a cabo en semillas obtenidas de las lineas CIEA9-1
y CIEA9-2 de B73 que tienen en transgén de TreAS, mediante el servicio prestado
por el laboratorio de constatacion agroindustrial. Para el andlisis toxicologico se
usaran ratones Balb/c, los cuales son alimentados con maiz GM y convencional, que
es adicionado a su dienta convencional por 30 dias y se realiza tomas de muestras
hematicas y de peso al inicio y fin del experimento (Para mayor informacion se anexa

articulo).

7.7 Evaluacion fisioldgica, productividad y tolerancia a sequia en campo

La evaluacion en campo de plantas tolerantes a sequia se realizo en Sinaloa-México,
en donde se aplica cuatro blogues de 8 m? con diferentes porcentajes de riego que
van del 40, 50, 60 y 70% y se realiza la medicién del contenido relativo de agua del
suelo. Para la evaluacion de la respuesta fisiol6gica a los diferentes niveles de riego
se cuantifica la tasa fotosintética mediante el uso del sistema portable de fotosintesis

LICOR (Para mayor informacion se anexa articulo).
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7.8 Cuantificacion del contenido de trehalosa

El contenido de trehalosa se determina mediante el método de fluorometria reportado
por Lunn y cols, 2006 y Carrillo y cols, 2013. En este se usaron muestras de plantas
B73 silvestres (control) y plantas tolerantes a sequia que fueron expuestas a
condiciones normales de riego y a sequia (Para mayor informacion se anexa

articulo).
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8. RESULTADOS

8.1 Disefio y Obtencidn de construcciones

8.1.1 Construccion del gen CENHS3.

El tamafio de la proteina CENH3 en maiz es de 157 aa (acceso Q8LK76) y su
secuencia en bases es de 474 pb (acceso AAM74226.1), el amino terminal de esta
proteina tiene 69 residuos, por lo que los oligos disefiados no incluyen esta zona
(Fig.15) para asi eliminarlo, quedando un tamafio del gen de 294 pb. También se

adiciono el coddn de inicio y la secuencia consensé de Kozak ACCATGGCA.

1
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| _58-155aa .!
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N Template Q8LK76/1EQZ.1.E
"J Seq Identity 56%
— Swissmodel

1 aN
MARTKHQAVRKTAEKPKKKLQFERSGGASTSATPERAAGTGGRAASGGDSVKKTKPRHRWRPGTVA

2

LREIRKYQKSTEPLIPFAPFVRVVRELTNFVTNGKVERYTAEALLALQEAAEFHLIELFEMANLCAIHAKR

VTIMQKDIQLARRIGGRRWA

Fig. 15 Secuencia de la proteina y su estructura 2Dy 3D
(2D sobre los aa y 3D imagen superior), especificando que aa que hacen parte del N-terminal (en
color gris en la secuencia) y el dominio conservado de las histonas H3 (tridngulo en la parte superior

de la estructura 3D).

8.1.1.1 Andlisis bioinformético de N-terminal de cenh3

Con el fin de demostrar que la region N-terminal de la proteina CENH3 en maiz
presenta mayor variacion entre especies con respecto al resto de la proteina, se
realizd el alineamiento de 10 proteinas histona centromericas H3, usando T-Coffe

version 11.0 y se pudo observar que la secuencia del N-terminal presentan una
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mayor variacion respecto al resto de la secuencia que pertenece al dominio

conservado de la familia de las histonas h3 en los organismos analizados (FIG. 16).

N-terminal
Allium MARTKOMAHKKLRRTLNVDEAG- - - ----------------~~-~-~---
Arabidopsis  MARTKHRVTRSOPRNO- TDAAG AS--S---S----0AAGPT
Brassica MARTKHFASRARDRNPTNA ASSS--A---A----AAAGPS
Goss¥p1um MSRTKHTAAKKPRRKPSAAAAA- - - - - - --------
Luzu MARTKHFSNKKSVRPKKOI GARASSS - -0V - TESTPAKTQAAATRI-TPASR SI
Musa | MARTKHL SNRSPSRPRKR! TPA-DAN
Nicotiana MARTKHLALRKOS -’bHI"I -------
Oryza MARTKI-PAVRK» TE OFDEP RPSKAQRTGG
Sorghum MARTK! RKLPOK’K KLOFE -AS--
Zea MARTKHQAVRKTAEK’KKKLQFERSGG -AS-- TSATPERAA
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Goss¥p1um ------- P ---------------- TPGK - S-KRPHRFRAGTRAL OE IRKYOKTSNLL
Luzu SARKS!APPQ;IFT NRGETPO ---K-- 1 L
Musa .  RSRNA---P--- APS-QSK- - -K- - OKTWNLL
Nicotiana  ---50---RT--AR------------- OKTWDLL

ryza A---G---TAVGGTPGOOT -R-- K LL
Sorghum --GTG---GG- - AAARVARGR- - - - -~ === -------- WG'WALREIRKYOK:IE L
Zea --TGG- - -R- - -AASGGDSVK - - -K-=-=---cvuun- TK-PRHRWRPGTVALREIRKYQKSTEPL
cons [I Ky K, OKE, KK KK *
Allium IPAAPFIRLVREITNLYS-KEVTRWTPEALLAIOEAAEFFIINLLEEANLCATHAKRVTLMOKDIO
Arabldopsis  IPAASFIREVRSITHMLAPPOINRWTAEALVALOEAAEDYLVGLFSDSMLCAIHARRVTLMRKDFE
Brassica IPAASFIREVI IFAPPDVTRWTAEALMAIOEAAEDFLVGLFSDAMLCATHARRVTLMRKDFE c d
Go ssypiun VPAASFIREVRAISYRFAP -DINRWOAEAL VAIOEAAEDYL I0L FGDAMLCAIHAKRVTLMKKDIO onserve

uzu VARAPFARLVREITGHVS - KDVNRWOAEAL VALOEAAE YYVVNLMEDANLLAIHARRVTIMOKDIO . .
Mus IPFAPFVRLVREITHFYS -KE VNRWTPEAL VAIOEAAE THMIEVFEDAYLCATHAKRVTLMOKDIH L__ Protein Domain
Nlcotlana IPAAPFIRLVKE ISHFFAP-EVTRWOAEAL IALOE AAEDFLVHL FDDSMLCAIHAKRVTLMKKDFE .
Oryza IPFAPFS TDFYS-KDVSRWTLEALL AL OE AAE YHL VDL FE VSNLCATHAKRVTIMOKDIO Famlly Core
Sorghum IPFAPFVRVVKELTAFITDWRIGRYTPEALLAL OE AAE FHLIEL FEVANLCAIHAKRVTVMOKDIO .
Zea IPFAPFVRVVRELTNFVTNGKVERYTAEALLALQEAAE FHLIELFEMANLCATHAKRVTIMQKDIQ Histone
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Allium LARRIGGA-R-HFS
Arabidopsis  LARRLGGKGR-P-W
Brassica LARRLGGKGR-P-L
GossYplum LARRLGGM-GQP-W
Luzu LARRIGA-------
Musa LARRIGGR-R- - - -
Nicotiana LARRLGGKAR-P-W
Oryza LARRIGGR-R-PWG
Sorghum LARRIGGR-R--WS
Zea LARRIGGR-R- -WA
cons e,

Fig. 16 Alineamiento de proteinas histona centromericas H3

usando T-COFFE, observando una alta variabilidad en las secuencias del N-Terminal.

8.1.1.2 Ensamblaje in vitro de CENH3

Para la obtencién del gen Cenh3 se realiz6 un ensamble in vitro mediante el disefo
de oligos de un tamafio de 97 a 98pb, teniendo en cuenta que entre ellos deben
tener secuencias conectoras que permitan su hibridacion. Por otra parte, se
disefiaron oligos al inicio y al final del gen que contenian una secuencia de 18pb
conectoras para el respectivo promotor y terminador (Anexo 1). El ensamble se llevé a
cabo en distintas etapas, ensamblando los oligos por parejas, es decir el oligo 1-2, 3-
4 y 5-2, para luego el ensamble final de 12-34 y 52-34 (el oligo denominado 1 es
especifico para conectar el gen con el promotor 35S, el oligo 5 es especifico para
conectar el gen con el promotor Knottedl, el oligo 4 para conectar el gen con el
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terminador y los oligos 2 y 3 son propios del gen). Después de cada ensamble se
realizd una PCRpt para la re-amplificacion de cada fragmento ensamblado (Fig.17),

que fueron clonados en el vector P-Drive (Qiagen).

330pb

Fig. 17 Gel electroforético de ensamble in vitro del gen Cenh3,
el carril 1 y 2 son Cenh3 con el conector a 35Sy a T-nos y los carriles 3 y 4 son Cenh3 con el

conector a Knotted y a T-nos.

8.1.1.3 Secuenciacion de CENH3

El gen Cenh3 ensamblado y clonado en el vector p-Drive (Qiagen) fue secuenciado
en los Servicios gendémicos de la FES-Iztacala; y al realizar un alineamiento de pares
(usando http://pir.georgetown.edu) para evaluar su identidad con la reportada en las

bases de datos y se obtuvo una homologia del 99 % en ambos fragmentos.

8.1.1.4 Ensamblaje de las construcciones
Para el ensamble de las construcciones del gen con su respectivo promotor y
terminador se realizé la amplificacion de cada uno de estos por separado y de la

siguiente manera:

- Promotor 35S CaMV: Para la obtencion de este promotor constitutivo se uso el
vector PBIN m-gfp5-ER que contiene el promotor 35S-CaMV de un tamafio de 853
pb (Fig. 18; Anexon 1).

- Promotor knottedl1: Para la amplificacion de promotor Knotted1 (Anexon 1) de maiz
de un tamafio de 1358 pb, se utilizO6 DNA genomico de maiz VT-401 (Fig. 18) Y el
fragmento obtenido fue clonado en el vector p-Drive (Qiagen) y enviado a secuenciar

al servicio genomicos FES-Iztacala (Secuencia-Anexos); esta secuencia se les
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realizo un alineamiento de pares (usando http://tcoffee.crg.cat/ ) para evaluar su

identidad con la reportada en las bases de datos y se obtuvo una homologia del 98
% .

- Terminador Nos (T-Nos): Para la obtencién del terminador Nos se usé el vector
PBIN m-gfp5-ER que contiene dicho terminador de un tamafio de 271 pb (Fig. 18;
Anexo 1).

l M Marcador 1-4 T-nos 5-8 Promotor 35S 9-12 Promotor Knotted-1 |

Fig. 18 Gel electroforético de la amplificacién Tnos, 35S-P y Knotted
Terminador NOS (T-nos) de 271 pb (carril 1 al 4), promotor 35S de 853 pb (carril 5 al 8) a partir del
vector PBIN m-gfp5-ER y promotor KNOTTED1 de maiz a partir de DNA gendmico de 1358 (carril 9 al

12). Estos fragmentos fueron purificados y utilizados para los respectivos ensambles de las
construcciones.

Para el ensamblaje in vitro de los promotores con el gen CENH3 y el T-Nos se llevo a

cabo en distintas etapas como se menciona en la metodologia (Fig. 19).

565 pb

1887 pb
1382 pb

—

—

—
-

1- Marcador 1 Kb. 1- Marcador 1 Kb.
A 2-5 35S-CENH3 3-4 35S-CENH3-Tnos

Fig. 19 Geles electroforéticos de ensamble de construcciones

25 CENMThos
B 2-5 CENH3-Tnos -Kn-CENH3-Tnos

A) Ensamble de la construccién C1 del promotor 35S y el gen CENH3 de 1147 pb y posteriormente el
ensamble de este con el fragmento de T-nos de 1382 pb; B) Ensamble de la construccion C2 del gen

CENH3 con el T-nos de 565 pb, posteriormente ensamblado al promotor Knotted1.
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8.1.1.5 Clonacion en vector de entrada y vector destino

Las construcciones ensambladas fueron clonadas en el vector de entrada
PCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (invritogen) y se verifico inserto por digestion
enzimatica y PCR (Fig. 20) en cada una de las construcciones. Se realiz0
secuenciacion de las construcciones en los servicios de secuenciacion de la FES

Iztacala.

€5

IE_@ @_g | 1383 pb
£

at

S
¥ 3

pCR8/GW/
TOPO

2817 bp

1512pb 1887 pb

375pb

B €]

Fig. 20 Verificacion de las construcciones clonadas en el vector pCR8/GW

A) Esquema representativo del vector pCR8 con su respectivo sitio de clonacion entre sitios EcoRI
(2817 pb); B-C) Clonacién de la construccién Clfue verificada por digestiéon con EcoRI (1006 Y 375
pb) y por PCRpf (1383 pb) respectivamente, D-E) Clonacidén de la construccion C2 fue verificada por
digestion con EcoRI (375-1512pb) y por PCRpf (1887).

Después se realizé su subclonacion al vector destino de expresion pPBGWFS7.0 por
medio del sistema Gateway LR clonasa, que cuenta con el marcador de seleccion
BAR (Fig 21A), y se comprobo también el inserto por PCR y digestion enzimatica (Fig

21 B-E) en cada una de las construcciones.
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Fig. 21 Verificacién de las construcciones en el vector de expresion pPBGWFS7.0
A) Esquema del vector PBGWFS7 con un tamafio de 12451 pb; B) PCR de comprobacion de la
construccion C1 (1383pb); C) Digestion de C1 con EcoRI (375-1006pb), siendo positiva todas las
clonas analizadas de C1; D) PCR de comprobacion de la construccion C2 (1887) donde dio positiva

las clonas del carril 4 y 5 y E) Digestion de C2 con Smal (1600pb)

8.1.2 Clonacién de Trehalasa antisentido a vector de entrada y vector destino

La construccion de trehalasa antisentido usada para otorgar resistencia a sequia que
estaba en el vector Puc57, se uso para amplificar toda la construccion y el producto
de PCR fue clonado en el vector pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (invritogen) y
se verifico el inserto por digestion enzimética y PCR (Fig. 22 A,B,C). Después se
realizd la subclonaciéon al vector de expresion pBGWFS7.0 por medio del sistema
Gateway LR clonasa, que cuenta con el marcador de seleccion Bar (Fig. 22A) y se
comprobd también el inserto por PCR y digestion enzimatica (Fig. 22C). La
construccion obtenida en este vector de expresion fue la usada para la
transformacién de plantas por agroinfeccion, ya que en plantas transformadas por

biobalistica se uso solo la construccion liberada del vector.

Para el caso de plantas B73 tolerantes a sequia evaluadas en campo los resultados
estan en el articulo anexo (Fig. 1 del articulo) junto con la informacion de

transformacién y regeneracion.
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M NIC 1 2 M 1 2 3 4 5 6 M NTC 1 2 3 ™M 4

M Marcador M Marcador M  Marcador
NTC No-Template control 1 Clona1l NTC No-Template control
1 TreAs en Puc57 2 Clona?2 1 PCR Puc57
2  TreAs en Puc57 3 Clona3 2 PCR Pcr8
4 Clona 4 3 PCR pBGWFS7.0
5 Clona 5 M  Marcador
6 Clona6 4  Digestion en pBGWFS7.0
8] c]

B
Fig. 22 Clonacion de la construccién de Trehalasa antisentido (TreAS)
A) Amplificacion de la construccién a partir del vector Puc57 (1776 pb); B) clonacion de la construccion

en el vector pCR8 y verificacion por digestion enzimatica con EcoRI (1776pb); C) verificacion por
PCRpf de la construccion en los vectores Puc57, pCR8 y pBGWFS7 (1776pb, Carril 1,2,3) y
comprobacion por digestion de la subclonacion en el vector pPBGWFS7 (1776pb, carril 4).

8.2 Obtencion y transformacién de plantas genéticamente modificadas

8.2.1 Plantas obtenidas por biobalistica
8.2.1.1 Obtencién y transformacion de callos embriogénicos lineas H99 y H99xB73

Para la obtencién de callos embriogénicos de maiz de la linea H99 se partido de
embriones cigoéticos inmaduros (obtenidos después de 10 a 14 dias de la
fertilizacion) con la auxina 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacetico) y para la linea
H99xB73 hibrida se obtuvo de la geminacién de semillas en medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) con la auxina Dicamba. Estas lineas fueron transformadas por
biobalistica (Fig. 23) con las construcciones del gen Cenh3 con su respectivo
promotor (C1 Y C2) junto con la construccion de tolerancia a sequia (TreAS) y al
mismo tiempo se realiz6 una combinacion de C1-TreAS y C2- TreAS como se
muestra en la Tabla 10. Este experimento se hizo por triplicado y se manejo en cada

caja aproximadamente 50 embriones para cada linea somatica.

También fueron transformados embriones con un vector que expresa de manera
transitoria acumulacién de antocianinas, que nos permite verificar nuestra eficiencia
de transformacion y el éxito tanto del recubrimiento de las particulas como la
transformacion en los embriones somaticos (Fig. 24 y Tabla 10).
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Embriones somaticos

H9

Fig. 23 Esquema representativo de la transformacion de embriones sométicos por Biobalistica.

Eventos de transformacidn

| 88
Mt 8= 88

Herbicida X b4 X X
Bialaphos
emg/L
PEG 12% /L X X X
Bialaphos 6mg X b4 X X

+PEG 12%

M5 normal X

Tabla 10 Eventos de transformacion utilizados y sus respectivos medios de seleccion.

Fig. 24 Embrién somético control de transformacion con antocianinas.

8.2.1.2 Seleccion y regeneracion de callos transformados

Después de ser transformados, los embriones de H99 y H99XB73 fueron sometidos
a seleccion en medio con herbicida (Bialaphos 6mg/L) y PEG al 12% (Fig 25 y 26)
segun la construccion usada. Posteriormente, se llevaron a 25 °C a oscuridad tanto
los embriones transformados como controles no transformados. Los embriones de la
linea H99 y H99xB73 que presentaron crecimiento y supervivencia en estos medios
de seleccion fueron llevados a medio de regeneracion a 25°C con 8h luz y 16h
oscuridad (Fig. 27). Ya regeneradas las plantas son aclimatas y llevadas a

invernadero para su crecimiento y respectivos analisis moleculares (Fig. 28 y 29).
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Bialaphos 6mg/L

MS normal Bialaphos 6mg/L PEG 12% +PEG 12%

Fig. 25 Seleccién de callos embriogénicos H99

tanto control como transformados con las respectivas construcciones (5 semanas de seleccion).

>

Control \’/

Fig. 26 Seleccion de callos embriogénicos H99xB73
tanto control como transformados (5 semanas de seleccion).
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C1-TreAs C1-TreAs

Fig. 28 Plantas regeneradas y aclimatadas de la linea H99.

Fig. 29 Plantas regeneradas y aclimatadas de la linea H99xB73
A) aclimatizacién de las plantas y B) crecimiento en invernadero.

8.2.1.3 Eficiencia de seleccidon y regeneracion

A partir de los 50 embriones (por triplicado) transformados por biobalistica, que
posteriormente se seleccionaron y regeneraron, se obtuvo un porcentaje del 5 al 8%
(promedio del 6.6%) en plantas con las construcciones C1, C2 y TreAS, pero al

combinar las construcciones de CENH3 con TreAS se llegbé a obtener un porcentaje
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del 8 al 20% (promedio del 14.4%), siendo la eficiencia general del sistema de

transformacion del 9.77 %.

Clonas Clonas % Eficiencia

Construccién Iniciales Regenerada Regeneracion
C1 90 8 8.88
Cc2 90 5 5.55
TreAS 90 5 5.55
C1+TreAS 90 8 8.88
C2+TreAS 90 18 20

Tabla 11 Registro de la eficiencia de regeneracion

a partir de las clonas que se obtuvieron en cada transformacién y que fueron regeneradas y su
respectivo porcentaje de Eficiencia del sistema respecto a la regeneracion de los tres eventos de
transformacion.

8.2.1.4 Crecimiento y desarrollo de plantas transformadas por biobalistica

Al realizar la evaluacion del crecimiento en invernadero de plantas GM, se observo
gue algunas plantas presentaron menor crecimiento respecto a otras aun entre la
misma construccion (Fig. 30), principalmente en la construccion C2. Las Unicas
plantas que dieron semillas, aun en poca cantidad, fueron las de la construccion C2 y
Trehalasa; esto posiblemente debido a que el gen CENH3 al estar involucrado en la
correcta distribuciéon de los cromosomas en la mitosis y meiosis ocasiona plantas con
un menor crecimiento o también existe la posibilidad del que el sitio de insercion esté

afectando algun otro gen.

54



\ &
,{\ \\\,.

P e

WT C1 C1-TreAS

{ -
~a N {
P |
|
|

c2 C2-TreAS TreAS

Fig. 30 Crecimiento de plantas en condiciones de invernadero

y Su comparacion entre construcciones y control.

8.2.2 Obtencion de plantas transformadas por Agrobacterium

Esta técnica de transformacion creada en el laboratorio nos permite transformar de
manera transitoria, mediante la inoculacién del meristemo de plantulas de VT401 que
recién germinaron (3d) en camara humeda a 25°C en oscuridad mediante el uso de
Agrobacterium tumefaciens cepa AGL1 que contiene cada una de nuestras
construcciones; para esto se realizé un corte en el coledptilo con el fin de dejar en
descubierto el meristemo para la inoculacion Agrobacterium directamente en esta
zona (Fig. 31). Después de la transformacion, las plantas se regeneraron de manera

normal.

55



Corte al coledptilo

Inoculacién de
Agrobacterium

tum. eiaciens

Fig. 31 Esquema de transformacion de semillas con Agrobacterium tumefaciens.

8.2.2.1 Seleccién de plantas transformadas

Luego de la transformacion de las semillas, éstas son sembradas en tierra para su
crecimiento y luego son seleccionadas cuando tienen de 5 a 6 hojas, mediante el uso
de glufosinato de amonio al 1% con Tween 80 al 0.1%, mediante la ayuda de un
hisopo para su aplicaciéon en un area de las hojas de 1cm? (se inoculan desde la 3@ a
la 5% hoja). Tres dias después de la aplicacion del herbicida se selecciona las plantas
gue no presentan dafios como amarillamiento fuerte o necrosis del tejido (Fig. 32).
Con esto pudimos observar que mediante el uso del herbicida en una sola parte de la

hoja nos permite realizar una seleccion visual de las plantas transformadas.

C1(+) C1(-) C2(+) Cc2(-) TreAS(+) TreAS(-)

Fig. 32 Seleccioén con glufosinato de amonio en hojas de maiz VT401

en comparacion con plantas Wt, transformadas negativo y positivo.
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8.2.2.2 Crecimiento de plantas transformadas por Agrobacterium

Las plantas que toleraron el glufosinato fueron sembradas en macetas cilindricas y
me mantuvieron en condiciones de invernadero donde se tomaron muestras para los
andlisis moleculares y de ciclo celular. Las plantas no presentaron diferencias muy
notorias en su crecimiento solo algunas de la construccion C1 presentaron tamafios

menores (Fig. 33).

Fig. 33 Crecimiento de plantas transformadas por Agrobacterium en condiciones de invernadero.

Plantas transformadas con Agrobacterium fueron capaces de generar semillas F1 de
la construccion C2 (37 semillas y germinaron 19) y TreAS (81semillas y germinaron
31 pero solo 14 sobrevivieron) que también fueron analizadas tanto molecular como

fisiol6gicamente.

8.3 Analisis Moleculares de plantas GM

8.3.1 Extraccién de DNA

La extraccion del DNA de plantas H99, H99XB73 y VT401 transformadas se realizé
con el fin de verificar la transformacion mediante PCRpf y ddPCR. A continuacién se
muestran geles de algunos de los DNA extraidos de las plantas obtenidas (Fig. 34).
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Fig. 34 Geles electroforéticos de DNA de plantas obtenidas por biobalistica y agroinfeccion
A- plantas de la linea H99, B- plantas de la linea H99XB73 y C- plantas de la linea VT401 (el primer
carril de cada gel es el marcado 1kb plus).

8.3.2 Deteccidn del transgen por PCR punto final
8.3.2.1 Deteccion en Plantas H99

Plantas H99 transformadas y regeneradas con las construcciones C1 y C2 y en
convinscion con TreAS, fueron verificadas por PCRpf mediante la amplificacion del
gen Bar y el T-Nos (Fig. 35). Se detectd el gen Bar y T-nos simultaneamente en 4
plantas de Cly C2, aunque se detectd T-nos en 1 planta C1, en 3 plantas C1-TreAS,
en 2 plantas C2 y en 3 plantas de C2-TreAS.

MNCC Cl+C2+1 2 3 4 56 7 8 9 101112131415 16 1718 19 20

M Marcador 1-5 C1 Muestras
NTC No-Template control 6-9 C1T Muestras
C- Silvestre H99 10-15 C2 Muestras
C1+ Control posit. de C1 16-20 C2T Muestras
C2+ Control posit. de C2

Fig. 35 Deteccion del gen Bar y el T-nos por medio de PCRpf en la linea H99.

Se consideré detectar mas elementos genéticos de la construccién, por ello se
amplifico el gen Cenh3 de la construccion C1 usando oligos que contienen una
pequefia secuencia que se alinea tanto con el promotor y el terminador (Fig. 36),
obteniendo amplificacion de estos en las mismas muestras y también en las que

amplificaron T-nos pero no el gen Bar.
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M NIC C Ci1+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Cenh3 (330pb)

M Marcador

NTC No-Template control
C- Silvestre H99

C1+ Control posit. de C1
1-5 C1 muestras

6-9  CI1T muestras

Fig. 36 Deteccion del gen Cenh3 en C1 por medio de PCRpf en la linea H99.

También se amplifico el gen Cenh3 de C2 (Fig. 37), amplificando en una planta (carril
9) donde se habia amplificado el gen Bar y T-nos y en 7 plantas en las cuales el gen
Bar no amplifico pero si T-nos. Hay que resaltar que en este caso no se puede

amplificar el promotor Knotted dado que es un promotor endégeno en maiz.

M NTC C- C2+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

M Marcador
NTC No-Template control
C- Control neg.

C2+ Control posit. de C2
1-6 C2 muestras
7-11 C2T muestras

Fig. 37 Deteccion del gen Cenh3 en C2 por medio de PCR en la linea H99.

Igualmente se detecto plantas transformadas que contienen el transgen de Trehalasa
antisentido en plantas que tienen solo esta construccion y en combinacién con el

transgen de Cenh3 (Fig. 38).

M NTC C C2+ 1 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Marcador NTC No-Template control

C- Silvestre H99 C+ Control posit. de C2
1-18 C2 muestras

Fig. 38 Deteccion del gen de Trehalasa antisentido (TreAS)

en plantas con este transgen o combinadas con Cenh3 por medio de PCRpf.

59



8.3.2.2 Deteccién en Plantas H99xB73

En plantas crecidas en invernadero se corrobord la transformacién por PCRpf

mediante la amplificacion del gen Bar (Fig. 39) y Trehalasa (Fig. 40) encontrando
plantas transformadas de C1, C1T Y C2T de la linea H99 X B73

MC+ 1 9 10 11 C- NTC M C+ 1

4 C- NTC

Marcador C- Silvestre HXB 1
C+ Control posit. de C1 NTC No-Template control 2.3
1-4 C1T Muestras 6-7 C2T muestras a
8-9 C1 Muestras 10-11 C2 Muestras

C1 Muestras
C1T muestras
C2 Muestras

Fig. 39 Deteccion del gen Bar en H99XB73 por medio de PCRpf en plantas C1, C1T, C2y C2T.

M 12 3 4 56 7

8 9 10 C-NTC

1

TreAS (1000pb)

M Marcador
NTC No-Template control
2-4 C2T muestras

C- Silvestre HXB
1-2  C1T Muestras
5-10 TreAS Muestras

Fig. 40 Deteccion del gen TreAS en H99XB73 por medio de PCRpf en plantas C2T, C1T y TreAS

8.3.2.3 Deteccidn del transgen en progenie F1 de plantas H99

De las plantas de la linea H99 transformadas por biobalistica con la construccién C2

gue generaron semillas, solo dos germinaron pero no generaron polen ni semmilas

en su etapa adulta y al realizar la deteccion del transgén por PCRpf, se pudo detectar

que si se heredo la transformacion (Fig. 41).

NTC C+ 1

2 M

Bar (500pb)

NTC No-Template control
C+ Control positivo

1-2 C2F1 Muestras

M  Marcador

Fig. 41 Deteccion del gen Bar por PCRpf en planta C2 generacion F1 linea H99.
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8.3.2.4 Deteccidn del transgen en plantas transformadas por Agrobacterium.

Las semillas transformadas VT401 por medio de agroinfeccion con la cepa AGL1 de
Agrobacterium tumefaciens que fueron crecidas en invernadero se les realizo
extraccion de DNA (Fig. 34) y se verifico la transformacion por PCRpf mediante la
deteccion de gen Bar de 111pb en 19 plantas de C1 (Fig. 42), en 25 plantas de C2
(Fig. 43) y en 32 plantas de TreAS (Fig. 44), las cuales mostraron alta o mediana
resistencia a la seleccion por herbicida. Esta metodologia se repitio 4 veces con 50

semillas por evento y el gel es de uno de los eventos por transformacion.

M CG1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 NTC C- C-

M Marcador NTC No-Template control
C+  Control posit. de C1 C- Silvestre VT401
1-19 C1 Muestras

Bar (111pb)

Fig. 42 Deteccion del transgen BAR por PCRpf en plantas C1 transformadas por agroinfeccién.

MCG1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 1920 21 22
M 23 24 25 NTC C- C-

M Marcador NTC No-Template control
C+  Control posit. de C2 C- Silvestre VT401
1-25 (€2 Muestras

Bar (111pb)

Fig. 43 Deteccion del transgen BAR por PCRpf en plantas C2 transformadas por agroinfeccién.

MCG1 23456 7 89101112 131415161718 19202122 M 2324 25 2627 28 29 30 31 32 NTCC- C-

M Marcador NTC No-Template control
C+  Control posit. de TreAS  C-  Silvestre VT401
1-32  TreAS Muestras

Bar (111pb)

Fig. 44 Deteccion del transgen BAR por PCRpf en plantas TreAS transformadas por agroinfeccion.

8.3.2.5 Deteccién del transgén en progenie F1 plantas transformadas por
Agrobacterium.
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Plantas obtenidas por agroinfeccion las Unicas con progenie fueron las de la
construccion C2 y TreAS, que fueron cruzadas con plantas Vt401 silvestres
(donadoras de polen). A estas plantas se les realizo andlisis por PCRpf para la
deteccion del transgen de Bar, pero no se logro la deteccion del transgen ni por
PCRpf, ni por presencia o ausencia por RT-PCR o por ddPCR, lo que nos indica que
las plantas no heredan esta transformacion al usar el sistema de agroinfeccion ya
gue este es un sistema de transformacion transitorio o puede ser que se esté
generando una eliminacién del genoma materno que contienen los cromosomas

alterados y por ello no podernos detectar la transformacion.

8.3.2.6 Eficiencia de transformacion por biobalistica

Mediante la deteccion de los transgenes por PCRpf se comprobd la transformacion
de las plantas por biobalistica (Tabla 12); permitiendo obtener el porcentaje de
eficiencia del sistema que fue del 3.33 al 15.55 % dependiendo de la construccion, al
calcular la eficiencia general del sistema de transformacién se obtuvo un valor del

6.87%, estando dentro de los valores deseados en la transformacion de maiz.

CONSTRUCCION N°C.R | N°P.T. | % Transformacion
C1 8 5 5.55
Cc2 5 5 5.55
C1+TreAS 5 3 3,3
C2+TreAS 8 4 4,44
TreAS 18 14 15.55

Tabla 12 Eficiencia de transformacién por biobalistica

registro de clonas regeneradas y nimero de plantas comprobadas que estan realmente transformadas
de los tres eventos de transformacion, al igual que el calculo del porcentaje de transformacion
basados en un promedio de cada uno de los eventos que tuvieron transformadas y en 90 embriones
gue se utilizaron para la transformacion en cada evento. N° CR( nimero de clonas regeneradas) y N°

P.T(nGmero de plantas transformadas).
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8.3.2.7 Eficiencia de transformacién por Agroinfeccién

Mediante la deteccion de la transformacion por PCRpf se pudo obtener la eficiencia
de transformacion (Tabla 13) por construccion que fue del 28 al 52% y la eficiencia del
sistema de transformacion en fue del 39.3%, siendo este un valor alto para la

transformacién de maiz.

CONSTRUCCION | N°I.S | N°P.H. | N°P.P | % Transformacién

C1 50 19 14 28
Cc2 50 25 19 38
TreAS 50 32 26 52

Tabla 13 Eficiencia de transformacién por Agrobacterium
registro de semillas transformadas por agroinfeccién por evento de transformacién, que fueron
regeneradas y posteriormente seleccionadas por resistencia al herbicida Bialafos. La plantas
seleccionadas fueron verificadas por PCRpf, que nos permitio obtener nuestra eficiencia de
transformacion. N° I.S (ndmero inicial de semillas), N° P.H (nUmero plantas positivas por herbicida), N°

P.P (Nimero de plantas positivas por PCRpf).

8.3.3 Deteccidn del transgén en plantas B73 evaluadas en campo

Plantas B73 tolerantes a sequia que fueron evaluadas en campo se del promotor
35S por PCRpf de las lineas CIEA9-1 y CIEA9-2, estos resultados se pueden

encontrar en la informacion suplementaria de articulo anexo (Supl. 1 articulo).

8.3.4 Numero de copias por ddPCR

La obtencion del nimero de copias se realizé mediante el uso de dd-PCR, usando el
gen BAR como gen blanco para la deteccion de plantas transformadas con las
construcciones C1 y C2 y el promotor 35S en el caso de las plantas con el gen de
TreAS, y el HMG1 como gen enddgeno de maiz. Para esto se realizaron pruebas a
distintas temperaturas (58 °C a 62 °C) y diluciones seriadas (10* a 1019 partiendo

desde una concentracion de 100ng/ul, obteniendo que la temperatura a usar es de
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60 a 62 °C y que se puede usar 10ng en muestras de DNA maiz H99 y en plantas
hibridas H99Xb73 y VT401 una concentracion de 50ng.

Plantas obtenidas por biobalistica:

Se realizé la deteccion del numero de copias del gen Bar en cada linea de maiz tanto
en H99 (Fig. 45) y el hibrido H99Xb73 (Fig. 46) detectando una copia por genoma en

cada planta analizada.
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Fig. 45 Deteccion del numero de copias del gen Bar en plantas de la linea H99

transformadas por biobalistica con las construcciones C1 y C2 (Distribucién de Poisson analizado por

el software ddPCR).
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Fig. 46 Deteccion del nimero de copias del gen Bar en plantas H99xB73
transformadas por biobalistica con las construcciones C1, C2, C1-TreAS (C1T) y C2-TreAS (C2T)

(Distribucion de Poisson analizado por el software ddPCR).

Por otra parte para la deteccion de TreAS en plantas H99XB73 se usaron oligos para
el promotor 35S (Fig. 47), observando una copia por genoma en plantas que solo
tienen el gen de TreAS pero cuando esta combinada con la construccion C1 solo se
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detectd una copia de este, cuando esperabamos dos copias ya que la construccion
C1 tiene el promotor 35S al igual que la construccién de TreAS; para el caso de la
construccion C2 no se detect6 el promotor 35S, por lo que puede ser que no se logro

la transformacién simultanea de las construcciones con C1 o C2 con TreAS.
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Fig. 47 Deteccion del nimero de copias de 35S en plantas H99xB73
transformadas por biobalistica con las construcciones TreAS (T), C1-TreAS (C1T) y C2-TreAS (C2T)

(Distribucién de Poisson analizado por el software ddPCR).

Plantas obtenidas por Agroinfeccion:

Al realizar la deteccidén del nimero de copias del gen Bar en plantas obtenidas por
agroinfeccion en cada una de las construcciones (C1, C2 y TreAS), pudimos detectar

una copia por genoma en las plantas analizadas (Fig. 48).
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Fig. 48 Deteccion del nimero de copias del gen Bar en plantas VT401

transformadas por agroinfeccion.
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Plantas B73 evaluadas en campo

Plantas B73 tolerantes a sequia que fueron evaluadas en campo, la deteccion del
namero de copias se realizo mediante la deteccién del promotor 35S por ddPCR de
las lineas CIEA9-1 y CIEA9-2, estos resultados se pueden encontrar en el articulo

anexo (Supl. 1b articulo).

8.4 Cuantificacion de los niveles de expresion por RT-ddPCR

Se realiz6 la cuantificacion de los niveles de expresion de CENH3 y TreAS como
genes blanco y HMG como gen enddgeno, en cada una de las plantas de las
respectivas lineas y eventos de transformacion, mediante el uso de RT-ddPCR por

cuantificacién absoluta.

Cuantificacién por RT-ddPCR en plantas H99

Se observo en la mayoria de las plantas una disminucion de los transcritos tanto de
Cenh3 como de Trehalasa (Fig. 49 y 50), pero con una mayor disminucion en la
construccion C1.
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Fig. 49 Cuantificacion de los niveles de expresion de CENH3 por RT-ddPCR en plantas H99

de cada construccion (Distribucion de Poisson analizado por el software ddPCR).
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Fig. 50 Cuantificaciéon de de los niveles de expresién de TreAS por RT-ddPCR en plantas H99
de cada construccién (Distribucion de Poisson analizado por el software ddPCR).
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Cuantificacion por RT-ddPCR en plantas H99XB73

En las plantas analizadas se observo una disminucion de los transcritos tanto de
Cenh3 como de Trehalasa (Fig. 51 y 52), pero con una mayor disminucion en la
construccion C1 en la linea H99XB73, al igual que en plantas H99.
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Fig. 51 Cuantificacién de los niveles de expresion de CENH3 por RT-ddPCR en plantas H99XB73

de cada construccion (Distribucion de Poisson analizado por el software ddPCR).
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Fig. 52 Cuantificacién de de los niveles de expresién de TreAS por RT-ddPCR en plantas H99XB73

de cada construccion (Distribucion de Poisson analizado por el software ddPCR)

Cuantificacién por RT-ddPCR en plantas B73 evaluadas en campo

Plantas B73 tolerantes a sequia que fueron evaluadas en campo se cuantifico los
niveles de RNA mensajero mediante la deteccion de Trehalosa por RT-ddPCR de las
lineas CIEA9-1 y CIEA9-2, estos resultados se pueden encontrar en la informacion

suplementaria de articulo anexo (Fig. 2a).
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8.5 Andlisis del ciclo celular

8.5.1 Citometria de flujo

El andlisis por Citometria se realiz6 con el fin de detectar en que parte del ciclo
celular se encuentra la mayoria de las células y si se observa alteraciones en la
deteccion cuando se analizan en el citdbmetro, dado a que dicha modificacion que se
esta realizando en la histona CENH3 especifica de centromero podria originar
cambios en el ciclo celular y en los niveles de aploidia en las plantas genéticamente
modificadas. Para la realizacién del andlisis de Citometria de las plantas H99,
H99XB73 y VT401, se usaron muestras de hojas jovenes que fueron confirmadas

gue estan transformadas.

Ciclo celular de plantas H99

El andlisis del ciclo celular en la linea H99 (Fig. 53) permiti6 observar que la
modificacion en esta histona origina que las células se encuentren en un mayor
porcentaje en GO/G1 respecto a las plantas controles (wt) y en la fase de Mitosis y

fase S son las plantas wt las que tienen un mayor porcentaje de sus nucleos en esta

fase.
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Fig. 53 Graficas de ciclo celular por Citometria en plantas WT y en plantas H99
transformadas con C1, C2, Y C1+TreAS.
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Ciclo celular de plantas H99XB73

En el caso del ciclo celular de las plantas de la linea H99 x B73 (Fig. 54) se observo

un mayor proporcion de nucleos transgénicos en G2/M respecto a wt, pero en el caso

de la fase S las plantas controles (wt) tiene una mayor proporcién respecto a las GM.
También podemos decir que dependiendo del

dependera de la fase en la que se encuentren un mayor numero de células.
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Fig. 54 Graficas de Ciclo celular por Citometria en plantas WT y en plantas H99 x B73

transformadas con C1, C2, Y C1+TreAS.

Ciclo celular de plantas VT401

Con el andlisis del ciclo celular en la linea VT401 (Fig. 55), pudimos observar que la
modificacién en esta histona origina que las células se encuentren en un mayor

porcentaje en GO/G1 respecto a las plantas controles (wt) y que en la fase de Mitosis

promotor de la construccion

son las plantas wt las que tienen un mayor porcentaje de sus nucleos en esta fase al

igual que en la fase S.
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Fig. 55 Graficas de Ciclo celular por Citometria en plantas WT y en plantas VT401

transformadas con C1, C2, Y C1+TreAS.

Algo interesante que encontramos al observa los histogramas de Citometria en
relacion del numero de células en el eje Y respecto al eje X de la intensidad de
fluorescencia que corresponde al contenido de DNA (Fig. 56) es que plantas FO
transformadas presentan un desplazamiento (menor) de fluorescencia (pico 1 de 70-
90 y pico 2 de 140-180) respecto a las plantas Wt (pico 1 de 100-130 y pico 2 de
200-260) entre plantas H99 y VT401, que nos puede indicar que existe una
disminucién en el contenido de DNA, ya que en la progenie analizada de vt401 F1
donde observamos anteriormente en la deteccion del transgén al parecer no se
hereda sino que la transformacién con Agrobacterium es transitoria, en este analisis
pudimos comprobar que dichas plantas tienen un desplazamiento (mayor) de la
fluorescencia (pico 1 de 100 - 110 y pico 2 de 200 - 220) que las FO y su histograma
se traslapa con las silvestres, indicando que no hay afectacion en el contenido de

DNA y gue esté sistema nos permite evaluar de manera transitoria una construccion.
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Fig. 56 Histogramas de Citometria de flujo
en relacion del nimero de células (eje X) respecto a la intensidad de la fluorescencia (eje Y) que
equivale al contenido de DNA en plantas C1/Wt y C2/Wt generacién FO y plantas C2/Wt generacién
F1, donde observamos un desplazamiento de la fluorescencia tanto en FO como en F1 respecto a

plantas Wt.

8.5.2 Andlisis morfol6gico de meiocitos de anteras

Al realizar el andlisis morfolégico de granos de polen mediante la tincion por DAPI, se
pudo observar que en las plantas FO GM de las construcciones C1 y C2 presentan
un tipo de colapso interno en el polen, observando un mayor efecto en plantas C1
(Fig. 57A), ya que en plantas C2 (Fig. 57B-C) encontramos tanto polen con colapso
como uniforme; esto respecto a la comparacion con el polen Wt que presenta una
membrana gruesa y un contenido interno uniforme (Fig. 57F). En el caso de polen F1
de plantas C2 (Fig. 57D-E) este presento caracteristicas tanto a nivel externo como

interno similar a polen Wt.
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Fig. 57 Analisis comparativo por fluorescencia con DAPI (63x) de polen de plantas
GM de las constricciones C1 (a), C2 (b-c) generacion FO y plantas C2 (d-e) generacion F1 respecto a
polen Wt (f).

8.5.3 Analisis morfolégico y ciclo celular en raiz

Mediante la evaluacién morfolégicamente por tincion con DAPI usando microscopia
confocal, se pudo observar que las plantas Cl1 (Fig. 58B,E) y C2 (Fig. 58C,F)
presentaron un tamafo de la células y nlcleos mas pequefios respecto a plantas Wt

(Fig. 58A,D) (observandolos tanto en el objetivo de 40X y 63X).

Respecto al analisis del ciclo celular (Fig. 59) obtenido mediante imagenes de las
raices a 40x, pudimos observar que plantas C1 tanto en metafase, anafase y telofase
se puede detallar que tienen una distribucién no equitativa del DNA y en plantas C2
igual en anafase y telofase se ve células con distribucion no igualitaria, todo esto

respecto a las células de las plantas Wit.
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Fig. 58 Imagenes de nucleos de raices tefiidas con DAPI

de plantas WT (A-D), C1 (B-E) y C2 (C-F) en objetivo 40X y 63x por medio de microscopia confocal
SP8.
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Fig. 59 Nucleos de raices tefiidas con DAPI

-
o

de plantas WT, C1y C2 en distintas fases mit6ticas en objetivo 40X por medio de microscopia

confocal SP8.

8.6 Analisis bromatologicos y toxicoldgicos de las plantas TreAS.

Los resultados obtenidos de plantas tolerantes a sequia por TreAS evaluadas en

campo se encuentran en el articulo anexo (Fig. 6 del articulo).



8.7Evaluacion fisioldgica, productividad y tolerancia a sequia en campo

Los resultados obtenidos de plantas tolerantes a sequia por TreAS evaluadas en

campo se encuentran en el articulo anexo (Fig. 3,4,5y Supl. 2,3 del articulo).

8.8 Cuantificacion del contenido de trehalosa en plantas tolerantes a sequia.

Los resultados obtenidos de la acumulacion de trehalosa en plantas tolerantes a
sequia por TreAS evaluadas en campo se encuentran en el articulo anexo (Fig. 2b del

articulo).

74



9. DISCUSION

Disefio y Obtencion de construcciones

Se sabe que el DNA centromérico es diverso en todas las especies, pero aun asi
todos los eucariotas cuentan con una histona especifica de centromero variante de
H3. Al realizar el alineamiento de proteinas histona centroméricas H3 incluida la
proteina CENH3 de maiz, se observo que la secuencia del N-terminal presentan una
mayor variacion, algunos autores sugieren que esto podria ser una indicacién de que
CENH3 en especial el N-terminal, estan involucrados en la rapida evolucion de esta
histona en los organismos (Malik y Henikoff, 2001; Talbert y cols, 2002; Cooper y
Henikoff, 2004). La secuencia restante de la proteina pertenece a un dominio

conservado de proteinas de la familia de la histona H3.

También podemos comentar que la técnica de ensamble nos permite la obtencion de
un gen o una construccién completa de manera muy confiable y que se puede clonar

en vectores de entrada y destino de la tecnologia Gateway.

Transformacion por biobalistica de callos embriogénicos

El uso del sistema de transformacion por biobalistica en maiz fue reportado por
Gordon-Kamm et al. (1990) y posteriormente fue usado para la transformacién de
distintos tejidos, embriones cigo6ticos inmaduros y callos embriogénicos, de este
altimo los mas eficientes para la transformacién son los tipo Il que se caracterizan
por ser friables y de rapido crecimiento (Armstrong and Green, 1985), aunque no se
puede inducir este tipo de callo es todos los germoplasma, pero en el caso
variedades Hi-ll (A188XB73 o H99Xb73) presentan una mayor facilidad de induccion

de este tipo de callos (Armstrong y cols. 1991).

Respecto al porcentaje de regeneracion obtuvimos un rango del 5.5 al 20% cabe
resaltar que esto depende del fenotipo y el tipo de construccidon que se evalué, ya
que Wang en 1987 obtuvo solo un porcentaje del 4-5% usando B73 y Monl7
contrario a Huang and Wei (2004) que obtuvieron un rango del 19.8 al 32.4 % pero

usando 7 lineas distintas a la de nosotros y sin transformar solo evaluando la
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obtencion de callos y la eficiencia de regeneracion. Trabajos donde si se transforman
callos presentaron un rendimiento general de regeneracion del 42.2 como el de El-
Itribi et al. 2003, el cual es similar al rendimiento general que obtuvimos en el

proceso de regeneracion del 48.86%.

Transformacion de semillas de maiz con A. tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens ofrece la capacidad de transferir segmentos de DNA
grandes (Hamilton et al., 1996), bajo nUmero de copias y alta eficiencia (Ishida y cols,
1996) con una mayor facilidad de transformacion en dicotiledones, aunque también
se puede usar con monocotiledonas. Agrobacterium se usa especialmente para
transformaciones estables como es el caso en Arabidopsis thaliana por floral dip o0 en
embriones inmaduros de maiz, trigo y entre otros. En nuestro trabajo se implementé
un sistema de transformacién no estable mediante la agroinfeccién de semillas en
germinacion, esto nos permite tener un meétodo rapido y eficaz para la evaluacion de
la funcién de un gen y en nuestro caso nos permite evaluar de manera mas rapida el
desarrollo vegetativo y efecto del gen, pero también permite evaluar la actividad
bioquimica, localizacion subcelular, como lo reporta Li y cols, 2009, al realizar este

tipo de transformacién en plantulas de Arabodopsis thaliana.

Con este sistema pudimos seleccionar plantas de 3 a 4 semanas de edad mediante
el uso del herbicida glufosinato de amonio de manera cualitativa y asi discriminar
entre las que no se transformaron y proseguir a los analisis moleculares. Cabe
resaltar que no se observaron diferencias muy notorias fisiologicamente en las
plantas con cada construccion C1, C2 y TreAS, excepto que las plantas C1 que
presentaron un crecimiento mas reducido que las otras y se tuvo una eficiencia muy

alta de transformacion.

Deteccion del transgen por PCR en plantas H99 y H99XB73 transformadas por

biobalistica

Mediante el uso de oligos especificos para la deteccion de Bar en plantas C1, C2,

Cl1TreAS y C2TreAS podemos discriminar entre plantas positivas y negativas si se
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llegara a presentar fugas el sistema de seleccion in vitro. Los oligos usados para
detectar Tnos solo se puede usar para la deteccion de la construccion TreAS ya que

el gen Bar presente en las construcciones C1 y C2 cuentan también con el Tnos.

Al lograr la deteccién de las respectivas construcciones en las plantas transformadas
por biobalistica, pudimos calcular una eficiencia de transformacion del sistema del
34.39%, siento nuestro valor mas alto al reportado por Framer y cols, 2000, que
transformaron callos embriogénicos por biobalistica y usaron también particulas de
oro de tamafio del 0.6 pm. Por otra parte Wright y cols, 2001 obtuvieron una
eficiencia del 45% usando también callos embriogénicos y como agente de seleccion
Bialafos, pero podemos decir que también la eficiencia de transformacion depende

de lo que evaluamos y el efecto que esto puede tener en la plantas.

Deteccion del transgen por PCRpf en plantas VT401 transformadas con

Agrobacterium.

Para la deteccién de los transgenes en la transformacion por Agrobacterium se
utilizaron oligos para el gen Bar en las construcciones C1, C2 y TreAS, que nos
permitié determinar la eficiencia de transformacion transitoria de 39.33%. Respecto a
esta eficiencia no la podemos comparar con un sistema similar, ya que el Unico
reporte similar pero en dicotiledéneas fue el trabajo de Li y cols, 2009, los cuales no
reporta la eficiencia por planta sino una eficiencia por célula del cotiledén (50%). Por
otro lado si comparamos la esta eficiencia con el uso de Agrobacterium en la
transformacién de embriones inmaduros de maiz, podemos decir que los rangos
varian segun la variedad como A634, H99, A188 y V177 del 15 al 50%, Hi-ll
(A188xB73) del 5.5% al 45% (Ishida y cols, 2007, Zhao y cols, 2002; Frame y cols,
2002).

Deteccidn del transgen por PCRpf en plantas B73 evaluadas en campo

Se logro detectar el promotor 35S de plantas transformadas con TreAS que estaban
en la Linea de maiz B73, que fueron usadas para la evaluacion de tolerancia a

sequia en invernadero y en campo (Para mayor informacién ver articulo anexo).
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Numero de copias y niveles de expresion por ddPCR en plantas transformadas

La deteccibn de una sola copia por genoma tanto en plantas obtenidas por
Biobalistica como Agrobacterium, permite dilucidar que aunque por medio de la
transformacion por biobalistica donde podemos tener una mayor probabilidad de
obtener mas de una insercion a diferencia de Agrobacterium que se caracteriza por
generar bajo numero de copias, nuestros dos sistemas utilizados nos permitié
obtener una sola copia y asi poder evaluar los efectos en los niveles de expresion de
los transcritos, encontrando una disminucion de los niveles de expresién en las
plantas H99 del 30% al 72% en CENH3 y del 19% al 80% en TreAS; en plantas
H99xB73 del 44% al 76% en CENH3 y del 14% al 69% en TreAs. Estos niveles de
expresion permiten evaluar el efecto de las modificaciones de los genes en los
distintos niveles de expresibn sin que exista una inactivacion génica, ya que
contienen una sola copia por genoma. En plantas VT401 no se realizé la medicion de
los niveles de expresion porque al ser una transformaciéon transitoria no se vio

relevante esta medicion.

En el caso de plantas B73 que tienen en el transgén de TreAS, las lineaCIEA9-1
presento una sola insercion por genoma y en el caso de la linea CIEA9-2 esta

presento 2 inserciones por genoma (Para mayor informacion ver el articulo anexo).

Andlisis del ciclo celular por Citometria de flujo

Nuestros analisis muestras que el comportamiento de las células de plantas
genéticamente modificadas respecto al numero de células que estan en las
diferentes fases del ciclo celular varia de acuerdo al promotor que dirige la expresion
del gen y también el comportamiento en el ciclo celular esta regido por la
modificacion en el gen CENH3. En las diferentes interfaces del ciclo celular, las
plantas genéticamente modificadas presentaron un mayor niumero de células en la
fase G1 respecto a las plantas WT, esto se puede deber a que la fase G1 es el
primer punto de control de la célula que permite que se continte con el proceso de
division, y en las fases S y G2 presento Wt un mayor niumero de células, que nos

puede indicar que la alteracion en el gen CEH3 afecta el proceso del ciclo celular y
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en especial las construcciones que tienen el promotor 35S-CaMV. Segun
Lermontova y cols, 2006 y 2007, comprobaron que la histona CENH3 se sintetiza y
ensambla en el cinetocoro en la fase G2, de igual manera se encontré que la histona
CENH3 en células HelLa la sintesis ocurre en la fase G2 y al restringir la fase S, se
impide el ensamblaje del cinetocoro (Shelby y cols, 2000) y a diferencias de las otras
histonas que se expresan antes en la fase S, ya que la formacion del cinetocoro se
inicia por la sustitucion de la histona H3 por CENH3 en los centrdmero pero no en
todos los nucleosomas centromérico, esto puede originar que en la fase G2 a M se

encuentren un menor nimero de células respecto a células sin modificar.

De igual manera, al analizar los histogramas obtenidos por Citometria, se evidencio
que la eliminacion del N-terminal de CENH3 origina un nivel de haploidia en plantas
genéticamente modificadas por Agrobacterium ya que se observa un corrimiento de
los picos de 2N (70-80) Y 4N (140-160) respecto a plantas silvestres que tienen picos
2N (130) Y 4N (260), efecto similar al que observaron Kelliher y cols, 2016, donde
hicieron el cambio de algunos aminoacidos conservando la misma cantidad de
aminoécidos en el N- terminal o el cambio del N-terminal por el de la histona H3 en
plantas de maiz NP2222 F1 cruzadas con Wt. Observaron que se origina un 3,6% de
haploidia, determinada también mediante Citometria (esta aploidia fue dada por el
cambio del N-terminal por el H3). De igual manera Ravin y Chan en el 2010
produjeron lineas de plantas de Arabidopsis donde cambiaron el N-terninal de
CENHS3 por la de la histona H3, que al ser cruzadas con polen de plantas Wi,
observaron que se generaba un 30% de haploides androgénicas en donde el
genoma paterno es eliminado y me mantenia la informacién materna. Esto podria
estar dado por que se reducia la unién del cinetocoro al huso, llevando a la
eliminacién de estos por fragmentacion de los cromosomas y formacion de micro

nucleos durante la mitosis.

Es de aclarar que nosotros no realizamos una medicion del porcentaje de haploidia
dado que no pudimos evaluar la generacibn F1 de plantas transformadas por
biobalistica y en la FO donde se observé la haploidia fue en plantas transformadas de
manera transitoria con Agrobacrerium. Pero los resultados obtenidos nos puede

indicar que la no obtencion de progenie puede estar dada a una alta tasa de aborto
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de los embriones posiblemente dada por una inestabilidad de los cromosomas al
presentar una disminucién de la expresion de CENH3 (esto obtenido por RT-ddPCR).
Zhang y cols, 2008 encontraron que la produccion de dobles haploides se caracteriza
por el alto indice de abortos de embriones dado a inestabilidad de los cromosomas
durante el desarrollo del endospermo y del embrién.

Analisis morfolégico de meiocitos de anteras

Al realizar la observacion de meiocitos de anteras de plantas genéticamente
modificadas con las dos construcciones de CENH3 por microscopia confocal, se
observé una especie de colapso interno en el polen, ya que no se ve una sefal
homogénea del DAPI a comparacion con plantas Wt; esto nos puede hacer pensar
gue el efecto observando en plantas con transformacion transitoria es una evidencia
de que la mayor frecuencia de induccion de haploidia en maiz puede ser ginogénico
(Ravin y Chan, 2010; Kelliher y cols, 2016) donde los cromosomas masculinos son
eliminados y los femeninos son mantenidos, esto si pensamos en el resultado
obtenido por citometria. También nos puede indicar que existe una alta tasa de
esterilidad tanto masculina como femenina ya que en plantas obtenidas por
biobalistica la tasa de obtencién de progenie fue muy baja tanto en plantas
polinizadas por polen Wt o transgénico (eliminacion del N-terminal), ya que Ravin y
Chan (2010) reportaron que al realizar una alteracién (remplazo N-terminal) de
CENH3 en Arabidopsis obtenian una alta tasa de esterilidad pero que conllevaba a
alta frecuencia de haploidia, cuyo comportamiento puede ser solo efectivo en
Arabidopsis, porque Kelliher y cols, 2016 al realizar este tipo de modificaciones
(remplazo N-terminal) en maiz la tasa de obtencion de haploides fue baja y en
nuestro caso donde realizamos la eliminacion del N-terminal que podria generar una

mayor tasa de haploidia pero al mismo tiempo una alta frecuencia de esterilidad.

Analisis morfoldgico y ciclo celular en raiz

Mediante el analisis del ciclo celular en raiz de plantas VT401 transformadas

transitoriamente pudimos observar un cambio en el tamafio de las células de raiz

respecto al a plantas Wt, asi mismo al observar distintas fases del ciclo no se vio una

clara definicibn de la distribucion del material genético en la fase de anafase y
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telofase respecto al control. Se recomienda usar una marca especifica de centrémero
para poder visualizar mejor los cromosomas y su distribucion durante la mitosis en

raiz.

Andlisis bromatoldgicos y toxicolégicos

Los resultados no evidenciaron cambios a nivel bromatologico en plantas de maiz
B73 modificadas con TreAS ni causaron efectos toxicolégicos en el consumo de
granos de maiz en ratones que estuvieron suplementando su alimentacion con maiz

GM (Para mayor informacién ver articulo anexo).

Evaluacion fisiolégica, productividad y tolerancia a sequia en campo

Plantas de maiz GM con TreAS evaluadas en campo presentaron un desarrollo
fisiolégico mayo a plantas B73 wt aun bajo condiciones de sequia tanto en campo
como en invernadero. Estads tuvieron una respuesta similar a la obtenida en
invernadero, ya que también presentaron una floraciébn temprana y esta es una
caracteristicas agrondmicas deseable en cualquier tipo de cultivo. Por otra parte
cuando las plantas son sometidas a diferentes niveles de sequia presentan una
mayor productividad respecto a plantas control, lo que siguiere que el uso de RNA
antisentido de trehalasa es efectivo para brindarle a las plantas tolerancia a bajos
niveles de suministro de agua y que aun bajo este estrés las plantas con capaz de

seguir con la produccién de maiz (Para mayor informacion ver articulo anexo).

Cuantificacion del contenido de trehalosa en plantas tolerantes a sequia

La evaluacion del contenido de trehalosa evidencio una mayor acumulacion de este
disacarido en las dos lineas CIEA9-1 y CIEA9-2 de plantas tolerantes a sequia aun
en condiciones de riego como en condiciones de bajos niveles de agua, lo que nos
demuestra que si es la acumulacién de trehalosa lo que origina en las plantas la
tolerancia a sequia y que esta acumulacion esta directamente relacionada con la
disminucion de los niveles de expresion de la enzima trehalasa (Para mayor

informacion ver articulo anexo).
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10. CONCLUSIONES

- Mediante el uso de las lineas de maiz H99 y H99xB73 se puede obtener callos
embriogénicos para la transformacion por biobalistica con una alta tasa de

transformacion.

- El uso de un sistema de transformacion transitorio de maiz permite obtener una

evaluacion rapida del efecto de una modificacion.

- Al observar una disminucién de los transcriptos de CENH3 y TreAS nos indica que
la funcion de este gen si se ve afectada por las construcciones utilizadas sin observar

una diferencia entre el promotor usado y la disminucién de los niveles de expresion.

- Al evaluar el ciclo celular mediante citometria de flujo en plantas transformadas por
biobalistica y agroinfeccion permitié observar un porcentaje mayor de células en G2-
G1 y menor en la fase G2/M, respecto a las plantas controles que estan en mayor
porcentaje en esta fase; que nos indica que posiblemente en maiz la histona CENH3
se carga en la fase G2 del ciclo celular por lo que no permite el paso de muchas

células a la fase M como lo han reportado en otros organismos.

- El andlisis de los histogramas obtenidos por citometria de flujo de plantas VT401
agroinfiltradas mostraron un desplazamiento del los picos respecto a plantas control,
indicando que se genera un nivel de aploidia que no es heredado en la progenie, ya
que estas presentan un restablecimiento del valor de los picos comparado con
plantas Wt.

- La induccion de haploidia al realizar un remplaso del N-terminal por el de la histona
H3 en Arabidopsis y maiz es del 9% al 3% respectivamente (Ravin y Chan, 2010;
Kelliher y cols, 2016), esta eficiencia de haploidia pude deberse a que este cambio
en CENH3 aun permite seguir llevando a cabo la funcion de segregacion de los
cromosomas, pero en nuestro caso al realizar la eliminacion del N-terminal genera
una alteracion en esta histona fundamental para la correcta segregacion de los

cromosomas.

- Al evaluar el ciclo celular en raices de maiz transformadas se puede observar que

en las fases de segregacién de los cromosomas existe una fluorescencia con
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distribucion no homogénea en la distribucion del material genético respecto al control
qgue indican un desequilibrio en el ensable del huso mitético para llevar a cabo la

segregacion.

- La cuantificacion de trehalosa en plantas con RNA antisentido de trehalasa,
demostré una mayor acumulacion tanto en condiciones de humedad como en sequia

respecto a plantas control.

- Plantas modificadas con TreAS no evidencian cambios sustanciales a nivel
nutricional ni toxicolégico, demostrando que esta modificacion no altera la seguridad

para el consumo humano.

- Plantas de maiz tolerante a sequia crecido en campo bajo distintas condiciones de
riego evidenciaron que aun bajo condiciones no controladas dichas plantas
presentan una alta tolerancia a sequia, que permite ver la factibilidad del uso de

estas plantas en la agricultura.

- El analisis fenolégico en campo indic6 que las plantas GM presentan aparicion
temprana de estigmas e inflorescencia femenina respecto a plantas control,
originando una ventaja agronémica aun al ser sometidas a estrés hidrico ya que

pueden ser productivas y acortar su ciclo reproductivo.
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11. PERSPECTIVAS

- La evaluacion del conteo de cromosomas por microscopia confocal puede darnos
una explicacion del desplazamiento observado en los histogramas obtenidos por

citometria y asi poder concluir si se genera aploidia.

- Se podria optar por la implementacion de uso de la técnica SNPs (single nucleotide
polymorphism) en el dominio N-terminal de la histona CENH3 para evaluar la
induccion de haploidia sin la necesidad del reemplazo o eliminacién de este dominio
para la obtencién de plantas haploides, asi como lo logro Karimi-Ashtiyani y cols,
2015 y Kuppu y cols, 2016 en plantas de Arabidopsis.

- El Polen de plantas transformadas evidenciaron una morfologia distinta al
compararlo con polén Wt, por lo que seria adecuado realizar una evaluacion de la
viabilidad del polen de dichas plantas, para conocer la taza de esterilidad originada
por estos cambios genéticos y analisis mas especificos de morfologia y de contenido
de almidoén.
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13. ANEXOS

ANEXO 1. Oligos (5"- 3)
SECUENCIA DE INICIADORES PARA ENSAMBLE In-Vitro de CENH3

v' 35s-CENHS3 directo 1 (98pb)
TCATTTGGAGAGAACACGACCATGGCAACTGTAGCGCTGCGGGAGATCAGGAAGTACCAGAAG

TCCACTGAACCGCTCATCCCCTTTGCGCCTTTCGT

v" CENHS3 reverso 2 (97pb)
GCGCAAGGAGGGCTTCTGCGGTATAGCGCTCTACTTTCCCGTTTGTTACGAAATTGGTTAACT
CCCTCACCACACGGACGAAAGGCGCAAAGGGGAT

v' CENH3 directo 3 (98pb)
CGCAGAAGCCCTCCTTGCGCTGCAAGAGGCAGCAGAATTCCACTTGATAGAACTGTTTGAAAT
GGCGAATCTGTGTGCCATCCATGCCAAGCGTGTCA

v" CENH3-TNOS reverso 4 (97pb)
CCAAATGTTTGAACGATCTCATGCCCAACGCCTTCCTCCGATACGCCTTGCAAGTTGTATGTC
CTTTTGCATGATTGTGACACGCTTGGCATGGATG

v Knotted-CENH3 directo 5 (98pb)
GGGAGAGAAGGCATACTCACCATGGCAACTGTAGCGCTGCGGGAGATCAGGAAGTACCAGAAG
TCCACTGAACCGCTCATCCCCTTTGCGCCTTTCGT

SECUENCIA DE INICIADORES DE PROMOTORES Y TERMINADOR
v Promotor 35S CaMV:
- 35S Directo; AGATTAGCCTTTTCAATTTCAGAAAGAATG

- 35S/CENH3 conector reverso: GCTACAGTTGCCATGGTCGTGTTCTCTCCAAATGA

v" Promotor knotted1:
- Kotted Directo;: GTCGACGAGAATTAACCATATACCGACGAG

- Knotted/CENH3 conector reverso: CGCTACAGTTGCCATCCTGAGTATGCCTTCTCTCCC
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v' Terminador Nos (T-Nos):
- CENH3/T-Nos conector directo;: GGAAGGCGTTGGGCATGAGATCGTTCAAACATTTGG

- T-Nos Reverso: GATCTAGTAACATAGATGACACCGCGCGCG

v Gen Bar
Bar Directo: GTGCTTGTCTCGATGTAG

Bar Reverso: GAGGGGATCTACCATGAG

ANEXO 2. Transformacién de células competentes por choque térmico

Viales que contenenen células competentes de E. coli DH5« se les adiciona 2 ul del
producto de la reaccion de ligacion. Incubacién en hielo durante 20 min; vy
posteriormente, las células son sometidas a un choque térmico incubandolas a 42 °C
durante 50 s, vy trasladandolas al hielo inmediatamente después; donde se les
adiciona 250 pyL de medio SOC. Las células se incuban durante 1-2 horas a 37°C en
agitacion constante (200 rpm). Después la suspension es distribuida uniformemente
en medio TB sélido suplementado con ampicilina (100 mM/mL), y las cajas son
incubadas a 37°C toda la noche para posteriormente seleccionar las colonias

candidatas a contener pladsmidos recombinantes (Sambrook et al. 1999).

Medio SOC

- Triptona 2%,

- Extracto de levadura 0.5%,
- NaCl 10 mM,

- KClI 2.5 mM,

- MgCI2 10 mM,

- Glucosa 20 mM,

- Ajustar pH a 7.0.

MEDIO Terrific Broth (TB)
- Triptona 1.2%,
- Extracto de levadura 2.4%,
- Glicerol 4 ml/L,
- KH2POs 17 mM,
- KoHPO4 72 mM
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ANEXO 3. Extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina de E. coli

Las colonias candidatas positivas son cultivadas en 3 ml de medio “Terrific Broth” con
100 mM/ml de ampicilina durante 16 h a 37°C en agitacion constante (300 rpm). Las
células fueron obtenidas por centrifugacion a 13000 rpm durante 1 min a 4 °C, se
eliminé el sobrenadante por decantacion. La pastilla fue resuspendida en 100 pl de
solucién | (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8.0), después a esa
suspensién se anadieron 200 pl de solucion 1l (NaOH 0.2 N, SDS 1%) y se incub6 en
hielo durante 10-15 min (aprox.) para permitir la lisis celular. Al cabo de este tiempo,
se adicionaron 150 pl de solucion Il (acetato de potasio 3M, acido acético glacial

11%), se mezcld por inmersion y se incubd la mezcla por 5 min adicionales en hielo.

Posteriormente, se centrifugd la suspension a 13000 rpm durante 5 min a 4 °C y se
transfirio el sobrenadante (sin restos celulares) a un tubo Eppendorf limpio. A
continuacion se adiciono 450 pl de Fenol: Cloroformo isoamilico, se mezclo y se
centrifugo a 13000 rpm durante 15 min; se recupero la fase acuosa a un tubo limpio y
se precipito el DNA con 2 volumenes de etanol absoluto, mezclando ligeramente,

para después mantener el tubo a -20 °C durante toda la noche.

Luego se centrifugd la mezcla a 13000 rpm por 15 min a 4 °C. Se eliminé el
sobrenadante y la pastilla fue lavada con 200 pl de etanol al 70% en dos ocasiones.
La pastilla se sec6 a temperatura ambiente y el material fue resuspendido en 30 pL
de agua bidestilada estéril. Se agregé 1 ul de RNasa A (10 mg/ml). El material
obtenido fue almacenado a -20 °C hasta su uso (Sambrook, 1999). También se midi6
la concentracion de cada uno de los plasmidos por espectrofotometria en el
Nanodrop (ND-1000).
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ANEXO 4. Electroporacion Agrobacterium tumefaciens

Se realiza mediante el uso MicroPulser™ Electroporatio cuvettes 0.1cm (Biorad) en
un MicroPulser electroporator a 1800 vits que contiene la cepa AGL1 y el vector de
interés, posteriormente se dejan incubando 2 h a 28 °C y luego se plaquea en cajas
de LB con espectinomicina (50mg), kanamicina (25 mg) y carbenicilina (50 mg) y se

deja a 28°C por dos dias.

ANEXO 5. Preparacion de microparticulas de tungsteno

(Tomes et al., 1995; modificado por Cabrera et al., 1997) y me baso también en el
protocolo de bombardeo de la universidad de lowa 2005.
1. Pesar 15 mg de particulas de Oro (~0.6 micras Biorad) y transferir a un tubo
estéril 1.5 ml, este tubo es considerado 10X.
2. En campana adicionar 500 pl de etanol 100% frio y sonicar hasta que estén
bien dispersas las particulas.
3. Dejar que precipiten un poco.
4. Centrifugar 1 min a 3000rpm y remover el sobrenadante.
5. Adicionar 1ml de H20dd Fria por las paredes del tubo y resuspender con
vortex finger y dejar precipitar.
6. Centrifugar 15-30seg a 5000rpm y removemos el sobrenadante.
7. Se soOnica hasta homogenizar y alicuotar (50 ul = 1.5 mg =1X)

8. Almacenar a -20°C.
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