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Abstract: A method for genetic transformation of maize for resistance to viral diseases. A system for the
genetic transformation of maize was developed for two Costa Rican varieties: CR-7 and Diamantes 8843, that
can allow the subsequent transfer of viral-derived genes in order to confer resistance to the disease caused by
maize rayado fino virus (MRFV). The method is based on particle bombardment of organogenic calli derived
from shoot tips. On the other hand, the molecular construction pRFcp-bar, containing the coat protein gene of
MRFV and the marker gene bar, was elaborated. For the visual selection of the transformed material was used
also the plasmid pDM803 that contains the reporter gene uidA (GUS).The results indicate that devices evaluat-
ed: the PIG (* Particle Inflow Gun “) and the Bio-Rad ™ are both enough efficient to transfer foreign genes to
the genome of the maize. Rev. Biol. Trop. 52(3): 787-793. Epub 2004 Dic 15.
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(MRFV).

El maiz es uno de los tres cereales de ma-
yor importancia en el mundo. Mas de cuatro-
cientos millones de personas en Ameérica
Central, México, Africa y Asia dependen de
ese cultivo para su subsistencia. En paises tro-
picales su productividad es baja debido en gran
parte a enfermedades virales (FAO y CIM-
MYT 1997). En América Latina hay muchos
virus que atacan el cultivo, siendo uno de los
mas importantes el virus del rayado fino del
maiz (MRFV), descrito y caracterizado por
Gamez (1969, 1983). A nivel molecular, su ge-
noma fue clonado y secuenciado por Ham-
mond y Ramirez (2001), quienes ademas
desarrollaron métodos moleculares para el
diagnéstico de la enfermedad. Este virus es
transmitido exclusivamente por el insecto cica-
délido Dalbulus maidis (DeLong y Wocott fide
Gamez 1973), y ocasiona pérdidas de 40 a

50% en el peso de las mazorcas en cultivares
criollos adaptados a las condiciones locales en
Mesoamérica.

Los nuevos cultivares e hibridos desarro-
llados por los fitomejoradores son, no obstan-
te, muy susceptibles al MRFV, donde las
pérdidas pueden alcanzar el 100%. En varios
estadios de la enfermedad, la planta entera se
marchita llegando hasta a morir (Gamez
1980). Es entonces, de fundamental importan-
cia el introducir resistencia no convencional al
MRFV en los cultivares de maiz que se siem-
bran en América Latina y en Costa Rica para
aumentar su produccion, y reducir la aplica-
cion de plaguicidas para el control del insecto
vector del virus.

Las técnicas biotecnoldgicas modernas re-
presentan nuevas alternativas para el control
de enfermedades virales. Algunas de esas
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estrategias se basan en la expresion in planta,
de genes virales o de secuencias derivadas del
patdgeno, mediante técnicas de ingenieria ge-
nética y de transformacion genética (Madriz-
Ordefiana 1999). Esta forma de resistencia se
conoce como: “resistencia derivada del pato-
geno” (Sanford y Johnston 1985).

La expresion de la proteina de cubierta vi-
ral en plantas transgénicas es una estrategia
que ha sido muy utilizada para conferir resis-
tencia a enfermedades virales en muchos culti-
vos vegetales de importancia agricola (Beachy
et al. 1990). Algunos han sido liberados para el
cultivo comercial. Estos incluyen tomates re-
sistentes al virus del mosaico de tomate
(ToMV) vy al virus del mosaico del pepino
(CMV), pepino resistente a CMV, calabaza re-
sistente a virus del mosaico amarillo del zuchi-
ni (ZYMV) y al virus del mosaico de la sandia
(WMV2), etc. (Lomonossoff 1995). Kogel et
al. (1996), clonaron el gen de la proteina de cu-
bierta del MRFV (cpMRFV), clon que luego
fue utilizado en la elaboracion de una cons-
truccion molecular que pudiese ser expresada
en plantas transgénicas de maiz. O’Connor-
Séanchez et al. (2002) desarrollaron un sistema
muy eficiente de regeneracion de plantas de ge-
notipos tropicales de maiz, basado en la induc-
cion de callos organo-embriogénicos derivados
de &pices, para ser utilizado en experimentos de
transformacion genética por medio de biobalis-
tica. Es entonces de gran interés aplicar este
método a los genotipos costarricenses de maiz,
para confererirles resistencia a enfermedades
virales y otras plagas.

El objetivo de la presente investigacion
fue desarrollar una metodologia para la trans-
formacion genética de variedades costarricen-
ses de maiz, utilizando genes marcadores
como el gen bar y el gen reportero GUS, asi
como el gen cpMRFV, por medio del método
de bombardeo con microparticulas (biobalisti-
ca) y de técnicas biotecnologicas de cultivo in
vitro, que permitan la transferencia ulterior del
gen cpMRFV a su genoma para poder conferir-
le resistencia a la enfermedad ocasionada por
el MRFV.

METODOLOGIA

Se utiliz6 semillas de los genotipos costa-
rricenses CR-5, CR-7 y Diamantes 8843, que
fueron proveidas por la Oficina Nacional de
Semillas de Costa Rica. Los métodos de desin-
feccion de explantes, y de induccién de callos
morfogénicos son similares a los descritos por
O’Connor-Sénchez et al. (2002). Para la rege-
neracion de plantas los callos se cultivaron en
frascos de vidrio Gerber con medio MS (Mu-
rashige y Skoog 1962), sin reguladores de cre-
cimiento, en un cuarto de crecimiento con un
fotoperiodo de 12 h generado por lamparas
fluorescentes blancas y rosadas para el creci-
miento de plantas (2000 lux).

Por otro lado, se elaboro la construccion
molecular que denominamos pRFcp-bar. Para
ello se utilizd un fragmento de 580 pares de ba-
ses del gen de la cubierta proteica viral del
MRFV regulado por el promotor constitutivo
de la actina del arroz (McElroy et al. 1991) y
con la secuencia de terminacion del gen que co-
difica para la enzima ribulosa —1,5- difosfato
carboxilasa oxigenasa (rubisco) (Gloria et al.
1984). Como gen marcador de seleccion, se in-
cluy6 el gen bar que codifica para la enzima
fosfinotricina acetil-transferasa (PAT) (Thom-
son et al. 1987), regulado por el promotor de la
Ubiquitina | del maiz (Christensen et al. 1992)
y la secuencia de terminacion nos proveniente
de Agrobacterium tumefaciens (Bevan et al.
1983). El gen bar contrarresta el efecto inhibi-
dor de la fosfinotricina (PPT) sobre la glutami-
na sintetasa en las células vegetales,
previniendo la acumulacion de amoniaco y por
ende la muerte celular. Asi, la expresion de ese
gen foraneo, permite la seleccion en un medio
que contiene PPT de las células vegetales, en
relacion con aquellas que no lo poseen (Spencer
et al. 1990). La Figura 1 muestra la construc-
cion molecular final que fué utilizada para los
experimentos de transformacion genética del
presente trabajo. El proceso de elaboracion se
describe en detalle en Madriz-Ordefiana (1999).

Para efectos de seleccion visual del mate-
rial transformado se utilizd el plasmido
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Fig. 1. Representacion esquemaética lineal de la construccion de ADN pRFcp-BAR.

Fig. 1. Schematic linear representation of ADN’s construction for the transformation vector pRFcp-BAR.

pDM803 que contiene el gen reportero uidA
(GUS) que codifica para la enzima B-glucuro-
nidasa (Jefferson 1987), conjuntamente con el
pRFcp-bar. Al pDM803 se le elimind el gen
bar ya que se encuentra también en el pRFcp-
bar (Madriz-Ordefiana 1999). Ese plasmido
fue cedido por los Laboratorios Carlsberg de
Dinamarca. EI método de preparacion del
ADN y de los microproyectiles de oro, es simi-
lar al presentado por Valdez et al. (1998).

La preparacion de los explantes, asi como
las condiciones de mantenimiento de los callos
de maiz, antes y después de la transferencia de
genes, se realizd de acuerdo con los métodos
desarrollados por O’Connor-Sénchez et al.
(2002). Se realizaron experimentos de bombar-
deo de los genes transportados por los micro-
proyectiles por medio de dos aceleradores de
particulas: el PIG (“Particle Inflow Gun”)
(Finner et al. 1992) y el Bio-Rad™ *“PDS-
1000, Helium System” (Sanford et al. 1987).
Este ultimo aparato pertenece al Laboratorio
de Biotecnologia del Centro Agronémico Tro-
pical (CATIE) con sede en Turrialba, Costa Ri-
ca. Con esos dos aparatos se compararon las
eficiencias de transformacion genética, en rela-
cién con la expresion transitoria del gen repor-
tero GUS (Jefferson 1987) y con la resistencia
conferida a los tejidos vegetales por el gen
marcador bar. La expresion en los tejidos del
gen uidA (GUS) se detectdé mediante un ensa-
yo histoquimico, en el cual se coloc6 una
muestra de tejido en la solucion reveladora X-
gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-glucuréni-
do). La enzima degrada el sustrato y como
resultado se genera una coloracion azul (foci)
en los tejidos transformados que contienen el
gen (Gallagher 1992, Vasil y Thorpe 1994).

Para detectar el gen marcador bar se desa-
rrollé un protocolo experimental de seleccion
de los callos morfogénicos de nuestros genoti-
pos de maiz bombardeados con los dos acele-
radores de particulas. Este protocolo consistid
en la utilizacion del agente selectivo glufosina-
to de amonio (fosfinotricina: PPT) en concen-
traciones de 3, 4, 5y 6 mgL-1 en el medio de
cultivo para el mantenimiento de los callos
control (no transformados), para determinar la
susceptibilidad natural de este tipo de material
al agente selectivo. De esa manera se determi-
no la concentracion adecuada para discriminar
los tejidos efectivamente transformados luego
de los experimentos de biobalistica. Los expe-
rimentos de cultivo in vitro y de bombardeo de
microparticulas con el PIG, se llevaron a cabo
en el laboratorio de cultivo in vitro y de trans-
formacion genética de plantas, de la Escuela de
Biologia de la Universidad de Costa Rica. Los
de transformacion por medio del acelerador
Bio-Rad™ se realizaron en el laboratorio de
Biotecnologia del CATIE. EIl tiempo total de
ejecucion de los experimentos fue de enero de
1999 a mayo de 2003.

RESULTADOS

Los é&pices de maiz cultivados en medio
MS suplementado con 2 mgL! BAP (6- benzi-
laminopurina), 1 mgL* de 2,4-D (acido 2,4-di-
clorofenoxiacético) y 40 mgL™ de Adenina
(Medio MPC), generaron estructuras organo-
génicas que luego de ocho semanas generaron
callos con capacidad para la regeneracion de
plantas (Fig. 2 Ay B). El porcentaje de forma-
cién de estructuras organogenicas fue de 32 a
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Fig. 2. Organogénesis in vitro de maiz, y expresion de genes marcadores de transformacion en los callos
morfogénicos de maiz de la variedad “Diamantes 8843”. A- Callo organogénico en oscuridad; B- Callo
en proceso de regeneracion de plantulas; C- expresion de la B-glucuronidasa en callos de maiz con ace-
lerador PDS-1000/He ; D y E- expresion de la B-glucuronidasa en callos de maiz con PIG; F- Plantula
de maiz en condiciones de seleccion con PPT, luego de 1 mes de cultivo en medio de regeneracion.

Fig. 2. In vitro organogenesis of maize and expression of the marker genes of transformation in morpho-
genic calluses of the variety “Diamantes 8843”. A - Organogenic callus in darkness; B — Organogenic ca-
llus in process of plant regeneration; C - Expression of 8 glucuronidase enzyme in calluses of maize by
using the accelerator PDS 1000/He; D & E - Expression of 8 glucuronidase enzyme in calluses of mai-
ze by using the PIG; F - Plantlet of maize growing in conditions of selection with PPT, after four weeks

of culture.

40% para la variedad Diamantes 8843, de 73 a
84% para CR-5y de 55 a 100% para CR-7. To-
dos los callos generados fueron capaces de re-
generar plantas al ser transferidos a medio de
regeneracion luego de seis semanas de cultivo.

El nimero de plantulas regeneradas por gramo
de peso fresco de callo vari6 segun el genoti-
po: 5 para CR-5, 9 para CR-7 y 39 para Dia-
mantes 8843. La capacidad para la induccion
de callos entonces, no parece estar relacionada
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con la capacidad para la regeneracion de esas
estructuras globulares. En consecuencia, los
experimentos de transformacion genética se
realizaron s6lo en los genotipos Diamantes
8843y CR-T.

La expresion transitoria de la B-glucuroni-
dasa en los callos de maiz bombardeados con
los aceleradores PDS-1000/He y PIG se mues-
traen la figura 2 (C, Dy E). En relacidn con la
tolerancia natural de ambos genotipos al agen-
te de seleccion PPT, los resultados indican que
la concentracion adecuada de ese agente es de
6 mgL1, ya que alrededor del 73 al 75% de los
callos control de ambos genotipos se necrosa-
ron. EI nimero de foci azlles, generados por la
actividad de la enzima R-glucuronidasa (gen
GUS) fue mayor, con un promedio de 41 por
muestra, cuando el bombardeo se realiz6 con
el acelerador Bio-Rad ™, que cuando se utili-
z6 la PIG (Cuadro 1). El uso de un tratamiento
osmotico (medio MPC suplementado con 12%
de sacarosa) por 24 horas antes y después del
bombardeo, también mostré un efecto positivo

sobre la expresion transitoria del gen GUS, a
las 48 horas después del bombardeo. La expre-
sion de este gen siempre fue mayor con el tra-
tamiento osmotico, en ambos aceleradores.

El porcentaje de callos supervivientes lue-
go de 4 meses de seleccion con 6 mgL? de
PPT vari6 entre 56% para el tratamiento osmo-
tico en la Bio-Rad ™ y 57% en la PIG. Luego
de cinco meses de seleccion con PPT, se obtu-
vieron 14 clonas resistentes del genotipo Dia-
mantes 8843 cuando se utilizo el aparato PIG y
solo 3 con el Bio-Rad ™, no obstante los me-
jores resultados en expresion transitoria del
gen GUS, obtenidos con este dispositivo en las
semanas siguientes al bombardeo (Cuadro 1).
Este dltimo resultado se debi6 probablemente
al largo traslado del material vegetal, para rea-
lizar los experimentos de bombardeo en el la-
boratorio del CATIE en Turrialba.

El Cuadro 1 presenta las condiciones mas
adecuadas con los dos dispositivos de acelera-
cion de microparticulas cubiertas de ADN eva-
luados, para la transformacion genética de los

CUADRO 1
Comparacion de resultados de expresion transitoria del gen Gus en experimentos de transformacion genética de maiz
(Zea mays L.), variedad “Diamantes 8843, con dos aceleradores de particulas: Bio-Rad ™ (PDS-1000/He)
y “Particle Inflow Gun” (PIG), con y sin tratamiento osmotico (12% sacarosa)

TABLE 1
Comparison of results of transitory expression of the gene Gus in experiments of genetic transformation of maize
(Zea mays L.), variety “Diamantes 8843, with two gene guns: Bio-Rad™ (PDS-1000/He) and “Particle Inflow Gun”
(PIG), with and without osmotic treatment (12% saccharose)

Tipo de acelerador: PDS-1000/He PIG
Tratamiento Control Tratamiento Control
osmotico osmotico
(n=80) (n=43) (n=92) (n=50)
No. foci de actividad de la
enzima B-glucuronidasa (gen GUS):
promedio por muestra * 41 31 22 7
desviacion estandar 16 25 16 7
Porcentaje de callos supervivientes
luego de 4 meses de seleccion con PPT (6 mgL™?) 56 62 57 22
* (10 mg PF de callo)
Condiciones de transformacion:
Presién de gas Helio: 1 350 PSI en PDS-1000/He 100 PSl en PIG
Altura de la muestra: 9 cm en PDS-1000/He; 15cmen PIG

Plasmidos: co-transformacion: pRFcp-bar: (MRFVcp + Bar) + pDM803 - Bar: (GUS)
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genotipos costarricenses de maiz examinados.
Con esas condiciones se recuperaron 11 even-
tos adicionales de transformacion del genotipo
CR-7, con el acelerador PIG luego de 5 meses
de seleccion. Esos callos desafortunadamente,
en su mayoria, perdieron su capacidad de rege-
neracion, debido posiblemente al largo periodo
de cultivo en medio de seleccién, por lo que no
fue posible regenerar las plantulas. Sélo una
logré sobrevivir dos meses en medio de rege-
neracion (Fig. 2F).

DISCUSION

Los métodos de transformacion genética
del maiz, utilizados de manera comercial, re-
quieren del cultivo de embriones inmaduros
que producen el tipo de callo “Hi-11", de muy
alta capacidad embriogénica. Desafortunada-
mente, s6lo unos pocos genotipos, como el A-
188, sin interés comercial, producen este tipo
de callos morfogénicos (Rhodes et al. 1988,
Fromm et al. 1990, Gordon-Kamm et al. 1990).
Los transgenes de interés agronémico, integra-
dos de esta manera al genoma del maiz, son
luego transferidos por mejoramiento conven-
cional, a las lineas de maiz de valor comercial,
lo que toma varios ciclos reproductivos a fin de
eliminar los caracteres genéticos no deseados.
Este es ademas, un proceso de alto costo debi-
do a las complejas manipulaciones para aislar
embriones inmaduros en cada generacion
(O’Connor-Sanchez et al. 2002).

Por esta razon, y con la finalidad de pro-
ducir plantas transgénicas de maiz, de interés
agronomico, resistentes al virus del rayado fi-
no del maiz (MRFV) en el futuro, esta investi-
gacion desarroll6 un método alternativo para la
regeneracion y transformacion genética de
plantas de maiz de genotipos costarricenses.
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RESUMEN

Se desarroll6 un sistema de transformacién genética
para dos variedades costarricenses de maiz: CR-7 y Dia-
mantes 8843, que permita la transferencia ulterior de ge-
nes de origen viral a su genoma, y conferirles resistencia a
la enfermedad ocasionada por el virus del rayado fino del
maiz (MRFV). El método se basa en el bombardeo de mi-
croproyectiles en callos organogénicos derivados de api-
ces de jovenes vitrogerminaciones. Por otro lado, se
elabor6 la construccion molecular pRFcp-bar que contie-
ne el gen de la cubierta proteica del MRFV y el gen mar-
cador bar. Para la seleccion visual del material
transformado, se utilizo también el plasmido pDM803 que
contiene el gen reportero uidA (GUS). Los resultados indi-
can que los dos aceleradores de particulas evaluados: el
PIG (“Particle Inflow Gun”) y el Bio-Rad™ son igual-
mente eficientes para transferir genes foraneos al genoma
del maiz.
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