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DESCRIPCION
Aislamiento de ADN no disruptivo de semillas de maiz
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a sistemas y procesos para aislar ADN de materiales biolégicos tales como semillas
mientras que se retiene una semilla viable para uso posterior. La semilla de la que se aisla el ADN sigue siendo
viable y se utiliza o descarta en base al andlisis de ADN de la solucién de remojo de semillas. La solucién de remojo
de semillas puede tener basicamente todo el ADN maternal de confusion de la semilla eliminado de las soluciones
de remojo de semillas al emplear pretratamientos de semillas intactas. Este método es particularmente util para
semillas de maiz.

Antecedentes de la invencion

La investigacién de la industria de las semillas comerciales en plantas resulta en mejoras genéticas en las semillas.
Varios procesos diferentes pueden resultar en semillas mejoradas, sistemas haploides/haploides dobles,
reproduccién tradicional o asistida por genotipos, mutacién, transformacion, etc. La semilla mejorada cuando es
genéticamente estable se aumenta de forma tal que haya una gran cantidad de la semilla mejorada para la venta a
los cultivadores. En el proceso de aumentar las lineas o encontrar y desarrollar lineas estables la semilla se planta y
cosecha y se selecciona a lo largo de varias estaciones. Hasta que la planta tenga una mejora deseada hereditaria
fija y estable, no todas las semillas expresan la mejora. En el proceso de reproduccion las semillas sin mejora de la
poblacién se retiran antes de plantar la siguiente generacién de semillas. Se utilizan muestreos estadisticos que se
evalluan para determinar si la mejora esta en la semilla cuando se aumenta la poblacién de semillas. Los resultados
de la prueba determinan si hay semillas que deberian eliminarse porque carecen de mejoras. Este proceso no es
eficiente porque a menudo resulta en pérdida de algunas semillas deseadas y mantenimiento de alguna semilla no
deseada.

Para superar las deficiencias de los muestreos estadisticos, la industria de las semillas ha desarrollado sistemas y
métodos de muestreo de material de forma no destructiva de las semillas para su evaluacion. Principalmente, el
objetivo de estos métodos es retirar una porcién de una semilla, la ‘astilla de la semilla’, que se utiliza para el
muestreo. A |a ‘astilla de la semilla’ o muestra de la semilla a menudo se le ha extraido el ADN, en el que se analizan
las caracteristicas de semilla deseadas. Dependiendo de los resultados de la prueba de muestra de semillas, la
semilla viable correlacionada se utiliza para plantar o se descarta.

Las eficiencias en la produccion de astillas de semillas y semillas desastilladas viable han sido el centro del
desarrollo de dispositivos mecanicos para automatizar el proceso. Se han desarrollado dos tipos de dispositivos de
“desastillado” automatizados. Cada uno tiene un dispositivo para retirar material de una semilla: uno usa una
brocada y el otro usa un laser. Estos dispositivos tienen un transportador de semillas para transportar la semilla al
compartimiento en una bandeja de semillas; y un transportador de muestra para transportar el material eliminado de
la semilla a un compartimiento correspondiente en una bandeja de muestras. La semilla de muestra se utiliza para
extraccion de ADN que se evalla. La semilla viable se almacena. Y cada proceso correlaciona las astillas de semilla
con la semilla viable de la cual se descascarillé. La astilla se utiliza para pruebas y la semilla se descarta, se
almacena o se utiliza para plantar.

En funcionamiento las ubicaciones de esta bandeja de muestra y la bandeja de semillas deben estar asociadas de
manera que cuando las muestras de semilla se evallan, los resultados de la prueba se puedan emplear para
seleccionar o clasificar las semillas. Estos dispositivos se configuran para evaluar grandes cantidades de semillas
que resultan en dos conjuntos de almacenamiento de bandeja, dos conjuntos de documentacion de bandejas y dos
conjuntos de ubicaciones que deben coordinarse de manera que se mantenga asociacion entre los dos conjuntos de
semillas de muestra y la semilla no evaluada viable.

Los métodos y dispositivos de la técnica anterior para el sistema automatizado requieren dos partes de semilla
esenciales, la semilla viable para plantar y la muestra de la semilla, en otras palabras, la astilla para pruebas, véase,
por ejemplo, el documento WO 2011/119763. La astilla proporcion6 el ADN de la semilla para pruebas. Aunque
estos sistemas automatizados diferentes tienen diferentes medios para posicionar las semillas para el corte, el corte
de la astilla de semilla de la semilla, para transportar la semilla y la astilla, etc., ambos sistemas son trabajosos y
complejos. Estos sistemas de desastillado de semilla requieren que se mantenga una correlaciéon constante entre las
dos partes de semilla esenciales. Los sistemas automatizados existentes requieren una bandeja de material de
semilla y una bandeja de las astillas de semilla. Estos sistemas requieren el uso de dos partes de semilla, cada una
de las cuales se almacena y manipula por separado, pero con una asociacién conocida. Este proceso requiere que
la astilla y semilla correspondientes se ajusten correctamente de modo que los resultados de la prueba para la astilla
resulten en la eliminacion del material de semilla no deseado correcto. La presente invencion aborda la complejidad
de que se necesiten dos partes de semilla esenciales y la necesidad de rastrear la bandeja de semillas y la bandeja
de astillas, lo que provoca varias de las complejidades existentes de las invenciones anteriores.

Compendio de la invencion
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La presente invenciéon no requiere que se haga un seguimiento de dos partes de semillas esenciales. En una
realizacién, el método de la presente invencién se desarrolla para analizar una poblaciéon de semillas. En una
realizacién, las semillas son semillas de maiz. El método tiene pasos de exposicion del endospermo de la semilla, de
semillas individuales en una poblacion de semillas, preservando a la vez la viabilidad de germinacion de las semillas,
y empapando la semilla expuesta viable en una solucién de liberacién o aislamiento de ADN no disruptiva, formando
asi una solucion de semilla a partir de cada una de las semillas individuales en la poblacién y analizando la solucién
de semillas en presencia o ausencia de uno o mas rasgos de interés. En una realizacion de la invencion, la solucién
de liberacién o aislamiento de una solucion de liberacion o aislamiento de ADN no disruptiva es una solucion
alcalina. La solucién alcalina en algunos casos es hidroxido de sodio o hidroxido de potasio u otras soluciones
alcalinas.

Adicionalmente, el método también puede tener un paso de pretratamiento que reduce el ADN maternal que se
libera hacia la solucion de semillas. El pretratamiento puede ser al menos un remojo de la semilla intacta, antes de la
exposicion del endospermo de la semilla para motivar la liberacion del ADN maternal desde la porcion externa de la
semilla.

En una realizacion, el pretratamiento puede ser un pretratamiento de la semilla para inhibir la liberacion del ADN
maternal. El pretratamiento puede ser con una solucién alcalina o puede ser un recubrimiento o pulverizacién de
semillas sobre la porcién externa de la semilla. El pretratamiento puede ser pulverizacién con pintura metalica.

El método también puede incluir el paso de utilizar un dispositivo de la técnica anterior para exponer el endospermo
de la semilla. En una realizacion, se retira la punta de la semilla. El dispositivo utilizado puede ser un laser, un
cuchillo, una cuchilla de afeitar o un sistema de corte de semillas automatizado.

Por lo tanto, la exposicion puede formarse mediante eliminacién de una pequefia porciéon de la semilla, o mediante
un tanel a través del endospermo, o mediante corte e una porcién de cufia de la semilla dejando una porcién del
endospermo expuesto. En una divulgacion se expone el endospermo harinoso.

Se proporciona un método para analizar una poblacién de semillas: el paso de pretratamiento, al menos una vez, de
una semilla intacta de la poblaciéon que forma una solucién de semilla intacta, reduciendo asi la presencia de ADN
maternal de la porcion externa de la semilla expuesta en la solucion de remojo de semilla. De esta forma, en una
realizacién, la cantidad de ADN liberado a la solucién de remojo puede reducirse por un abordaje de remojo de “dos
pasos”. En una realizacion, la cantidad de ADN (maternal) de pericarpio de la porcion externa de la semilla liberada
a la segunda soluciéon de remojo es considerablemente mas baja. En una realizacién, solo el alelo presente en el
tejido de endospermo es detectable en la segunda solucién de remojo.

El método para analizar una poblaciéon de semillas en donde la solucion no disruptiva es una solucién no disruptiva
de liberacion o aislamiento de ADN. Dicha solucién no disruptiva de liberacion o aislamiento de ADN es una solucion
alcalina. El método puede emplear una solucién de hidroxido de sodio. Soluciones alternativas incluyen otras
soluciones alcalinas tales como hidréxido de potasio, y similares. Las semillas continlan siendo viables en todo
momento.

Las semillas se eliminan y secan después del remojo en solucién. Las semillas luego pueden almacenarse durante
al menos una semana. El ADN que se libera a la solucién de remojo puede concentrarse utilizando isopropanol.

En algunas realizaciones la solucién de remojo de semilla se utiliza para determinar el caracter genotipico o el
caracter fenotipico de las semillas en la poblacién con la solucién aislada de semilla viable expuesta.

El método incluye el diagnéstico de si una o mas semillas de la poblacién exhiben la presencia o ausencia de uno o
mas de los rasgos de interés; y (opcionalmente) clasificar las semillas. EI ADN aislado en la soluciéon de remojo
puede evaluarse para uno o0 mas rasgos de interés que comprenden un marcador genético, un polimorfismo de un
solo nucledtido, una repeticion de secuencia simple, un haplotipo y similar.

En otra realizacién adicional, el método para analizar una poblacion de semillas tiene uno o mas rasgos no
deseables de interés como los rasgos de interés. En esta realizacion el método tiene un paso de clasificacién de una
o mas semillas de la poblacién de semillas en base a la presencia o ausencia de dicho o dichos rasgos de interés no
deseables, y el descarte o la retencién de las semillas clasificadas.

Otra divulgacion es una poblacién voluminosa de semillas viables, en donde basicamente todas las semillas en la
poblacién tienen una porcion de endospermo de semillas expuesto en donde basicamente todas las semillas en la
poblacién tienen la presencia o ausencia de al menos un rasgo en comun dirigido, y en donde la presencia o
ausencia de dicho o dichos rasgos en las semillas en la poblacion se determina mediante andlisis de la solucion de
semillas de la semilla viable. Adicionalmente esta solucion de semilla no se forma de una muestra de semilla
separada tomada de la semilla viable, sino que la solucién de semilla es de la propia semilla.

Breve descripcion de los dibujos
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Fig. 1: Representacion de una semilla de maiz con la punta de la semilla extraida de una semilla como las 12
semillas en el Ejemplo 1. La semilla se remoj6 en NaOH. La punta (no se muestra) se descarto.

Fig. 2: Representacion de plantas que han germinado de las semillas del Ejemplo 1.

Fig. 3: Grafica de discriminacién alélica del ensayo 1 del Ejemplo 1, ADN obtenido de las semillas. La flecha esta
marcando la muestra no coincidente. Las 'X' en la esquina superior izquierda son los alelos Y (no indeterminados) y
las 'X' en la esquina inferior derecha son los alelos X (no indeterminados). El eje Y se lee “Alelo Y (Prueba robot 2)” y
el eje X se lee “Alelo X (Prueba robot 1)” en la gréafica de la Figura 3, y en todas las demas figuras con graficas de
discriminacion alélica.

Fig. 4: Gréfica de discriminacion alélica del ensayo 1, ADN extraido de tejido de hojas. Las 'X' en la esquina superior
izquierda son los alelos Y (no indeterminados) las 'X' en la esquina inferior derecha son los alelos X (no
indeterminados).

Fig. 5: Grafica de discriminacién alélica, ADN obtenido de la solucién de remojo. Cada muestra se evalué con dos
concentraciones de ADN.

Fig. 6: Grafica de discriminacion alélica del ensayo 1 (puntos azules: ADN obtenido de la primera solucién de remojo,
puntos rojos: ADN obtenido de la segunda solucion de remojo, cada muestra se evalué con dos concentraciones de
ADN. Los puntos en la grafica a la izquierda de la linea punteada agregada corresponden a puntos azules. Los
puntos en la grafica a la derecha de la linea punteada agregada corresponden a puntos rojos.

Fig.7: Gréfica de discriminacion alélica del ensayo 1. Puntos azules: ADN obtenido de la primera solucion de remojo,
puntos rojos: ADN obtenido de la segunda solucion de remojo. Cada muestra se evalu6 con dos concentraciones de
ADN. Los puntos en la grafica a la izquierda de la linea punteada agregada corresponden a puntos azules. Los
puntos en la grafica a la derecha de la linea punteada agregada corresponden a puntos rojos.

Fig. 8: Gréfica de discriminacion alélica, ensayo 1. Plantilla de ADN: ADN obtenido de la primera solucion de remojo.
Cada muestra se evalu6 con 2 concentraciones de ADN. La muestra con circulos y marcada con flechas son no
coincidencias alélicas entre la primera y la segunda solucién de remojo.

Fig.9: Gréfica de discriminacion alélica, ensayo 1. Plantilla de ADN: ADN obtenido de la segunda solucién de remojo.
Cada muestra se evalu6 con 2 concentraciones de ADN. La muestra con puntos circulares y marcada con flechas
son no coincidencias alélicas entre la primera y la segunda solucion de remojo.

Fig 10: Representacion de las semillas antes de plantar.

Fig 11: Las semillas germinadas se muestran en la Fig. 10.

Fig.12: Grafica de discriminacion alélica, ensayo 1. ADN obtenido de las semillas (segunda solucidon de remojo).
La Fig. 13 muestra una grafica de discriminacion alélica, ensayo 1, ADN extraido de tejido de hojas.

Fig. 14: Grafica de discriminacion alélica, ensayo 2, ADN obtenido de las semillas (segunda solucion de remojo).
Fig. 15: Grafica de discriminacion alélica, ensayo 2, ADN extraido de tejido de hojas.

Fig. 16 A y B: Representacion de las semillas germinadas que se pulverizan como un pretratamiento para reducir el
aislamiento del ADN maternal.

Descripcion detallada de la invencion

La reproduccion de semillas se ha hecho més eficiente mediante los procedimientos que permiten que el
fitogenetista entienda mas claramente el material genético y las variantes alélicas que estan presentes o ausentes
del material de reproduccion. La comprension genética de las plantas se recopila a través del analisis del ADN de las
plantas o e ADN de la semilla de la planta. EI ADN aislado de la semilla puede usarse para evaluar las semillas para
la presencia o ausencia de las caracteristicas deseadas para las poblaciones de reproduccion. La presente
invencion es un método para aislar ADN de las semillas, mediante remojo de las semillas en una solucion alcalina
para solubilizar ADN, principalmente de una porciéon de semilla interna del endospermo harinoso en la solucion de
remojo de semilla que forma una solucion de semilla y una semilla remojada viable con parte del endospermo
expuesto. La solucion de semilla estd compuesta principalmente por ADN de semilla del endospermo de la semilla
remojada. La semilla en remojo se seca y la semilla continda siendo viable.

La solucién de semilla contendra ADN. EI ADN se obtiene del endospermo de la semilla mediante remojo de las
semillas expuestas en una solucion alcalina, tal como NaOH. También pueden utilizarse en este proceso otras
soluciones alcalinas. La prueba simple para utilizar otras soluciones es determinar si la semilla que se remoja en la
solucion tiene la calidad y cantidad suficiente de ADN util para las pruebas deseadas y si se retiene la viabilidad de
la semilla. Si la soluciéon proporciona estos dos parametros entonces puede utilizarse la solucion. La concentracion
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de NaOH se mantiene baja y el tiempo de remojo se mantiene corto, entonces se mantiene la viabilidad de las
semillas en remojo.

La semilla expuesta se remoja y la solucion de semilla contendra ADN de endospermo y ADN maternal del
pericarpio. Muchas de las pruebas que usan la solucién de semilla no requieren la presencia de ADN maternal. La
cantidad de ADN de pericarpio (tejido maternal) puede reducirse mediante prerremojo de las semillas intactas en
alcali antes de exponer las partes del tejido de endospermo.

Cebado de semillas

El cebado de semillas es una técnica de hidratacion controlada (remojo en agua u otra solucién) y secado que
resulta en una germinacion mas rapida cuando las semillas se vuelven a embeber.

Las semillas se remojan en una soluciéon que altera las células y solubiliza el ADN a la solucién. Las semillas se
retiran de la solucién de remojo, se secan y se almacenan. El ADN solubilizado puede utilizarse para evaluar las
semillas almacenadas en busca de la presencia de variantes alélicas. Basado en los resultados de la evaluacién, las
semillas almacenadas pueden seleccionarse y plantarse.

Procedimiento
Remojo de semillas en una solucién de NaOH moderada (2 pasos):

Paso 1: Remojo de semillas en NaOH para alterar las células de pericarpio de modo que liberen ADN maternal.
(Solucion de remojo a descartar).

Se retira la parte superior de las semillas (por ejemplo, mediante cuchilla de afeitar, cuchillo, laser, etc.) para exponer
el endospermo harinoso.

Paso 2: Remojo de semillas en NaOH para solubilizar el ADN (principalmente) del endospermo harinoso a la
solucién de remojo.

Después del remojo (con o sin agitacion, agitacion vorticial, etc.) las semillas se retiran de la solucién de remojo, se
secan y se almacenan. El ADN de la solucion de remojo puede limpiarse y/o concentrarse para servir como plantillas
para, por ejemplo, marcadores moleculares.

No se tienen que recolectar astillas de semillas. Se elimina la complejidad del sistema de dos semillas. El sistema de
una semilla puede automatizarse facilmente.

La solucién de remojo de semilla de la presente divulgacion se usa para evaluar la semilla en busca de un rasgo
genético o quimico preservando al mismo tiempo la viabilidad de la germinacién de la semilla en remojo. Los
resultados de las pruebas pueden ser de diagnéstico para el rasgo, y permiten que se clasifiquen, evallen,
descarten o seleccionen las semillas. La semilla viable puede plantarse y pueden cosecharse nuevas semillas de la
planta y el protocolo de remojo de semillas puede realizarse en la nueva semilla.

Una divulgacion de la semilla es una semilla de maiz, endégama, hibrida, haploide, haploide doble, transformada,
mutada, etc. Puede emplearse cualquier semilla en el protocolo si continda siendo viable después de la exposicion
del endospermo al protocolo de remojo. La semilla que puede utilizarse son semillas de grano como el maiz, trigo,
arroz y similares, semillas oleaginosas o semillas de vegetales, frutas o flores que pueden mantener su viabilidad
después del remojo, y proporcionan la calidad y cantidad de ADN necesaria para las pruebas.

Ademas, el ADN en la solucién de remojo de semillas puede amplificarse mediante un método de amplificacién
adecuado conocido y los productos estan disponibles en el mercado para amplificacion de ADN. Se evalla el
marcador genético en el ADN que puede asociarse con la seleccion de QTL, haplotipos, alelos o genes. Los
marcadores genéticos incluyen, a modo no taxativo, polimorfismos de un solo nucleétido, repeticiones simples de
secuencia y similares. Las pruebas pueden emplear material de secuencia de ADN o ARN, promotores, genes,
regiones no traducidas de genes, satélites, astillas con marcadores, perfiles de transcripcion, patrones de metilacion,
alelos y similares.

Las pruebas a menudo buscan rasgos agronémicos como rendimiento, emergencia, encamado, altura, madurez,
resistencia a las enfermedades, resistencia a las plagas. Estas pruebas también pueden identificar la resistencia o
susceptibilidad al estrés bidtico y abidtico, resistencia a herbicidas y caracteristicas morfolégicas. Las pruebas
pueden diagnosticar la presencia o ausencia de otros rasgos para uso en los alimentos o la industria. Las pruebas
pueden utilizarse para detectar la zigosidad del embrién o la presencia de un transgén. Las pruebas pueden
utilizarse para introgresién del rasgo o pruebas de pureza o ploidia.

La seleccion de poblaciones de reproduccion puede iniciarse en base a los resultados de las pruebas. Después de
que se forma la solucién de semilla de la semilla en remojo, se seca la semilla en remojo. Las semillas en remojo
secas pueden agruparse con todas las semillas deseadas de la poblacion plantada en un vivero de reproduccion o
separadas siendo identificadas las semillas especificas cuando se planten. La seleccion de semillas y el nimero de
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ciclos de reproduccion depende del rasgo y los métodos de reproduccién empleados. Si la semilla que se selecciona
es endégama, entonces las etapas del proceso de reproduccion pueden incluir cruzar la semilla seleccionada con
otra endégama para formar la semilla hibrida. Dependiendo de la prueba deseada el protocolo de remojo puede
utilizarse en semillas con germoplasma que incluye también semillas hibridas. El maiz es particularmente Util para
este protocolo de remojo.

La identificacién de la semilla viable evaluada permite uso reducido de tiempo, menos energia y esfuerzo por parte
del fitogenetista. Ademas, resulta en menos uso de tierra y mas poblaciones en la misma tierra.

Los siguientes ejemplos sirven par a ilustrar la invencién, pero no deberian considerarse restrictivos del alcance de
la invencién.

EJEMPLO
Ejemplo 1
Comparacion de perfiles alélicos de ADN de semilla y de hoja

A un total de 12 semillas de maiz se les corté la punta con una cuchilla de afeitar para exponer el endospermo
harinoso. Las semillas se colocaron en 500 ul de 20 mM de NaOH durante 2 horas, con agitacion vorticial constante
(Figura 1).

Después de dos horas, las semillas se retiraron y se secaron a 30°C en una incubadora, luego se almacenaron a
temperatura ambiente durante una semana. El ADN que se liberé a la solucién de remojo se concentrd por medio de
precipitacion de isopropanol.

Las semillas se plantaron en macetas simples en el invernadero. Todas las semillas germinaron y produjeron plantas
(Figura 2). En la etapa de las 3 hojas, el tejido de hoja se coseché para aislamiento de ADN. El ADN de la solucion
de remojo y del tejido de hojas se us6 para pasar marcadores moleculares (ensayos Tagman). Se compararon las
denominaciones alélicas de ADN de semilla y ADN de hoja.

Resultados:
Ensayo 1: Las denominaciones de alelos de ADN de semilla y hoja coincidieron para las 12 plantas (Figura 4).
Ensayo 2: Las denominaciones de alelos de ADN de semilla y hoja coincidieron para 11 plantas (Figura 3).

Se observ6 una no coincidencia en la que el locus se denomind heterocigético para ADN de semilla, homocigético
para ADN de hoja.

Explicacion: Diferencia alélica entre el ADN de tejido de endospermo y tejido de pericarpio (tejido maternal).

Conclusiones: EI ADN puede obtenerse de la solucién alcalina en la que se remojaron las semillas; las semillas
pueden secarse y almacenarse; las semillas son viables; y ADN de pericarpio podria provocar no coincidencias entre
las células alélicas de semillas y plantas.

Ejemplo 2
Liberacion de ADN de pericarpio a la solucion de remojo

El objetivo del siguiente experimento era demostrar que una cantidad considerable de ADN se libera del tejido de
pericarpio a la soluciéon de remojo de NaOH.

Se colocaron doce semillas se maiz (sin retirar la punta, es decir, tejido de endospermo no expuesto) en 500 ul de
NaOH 20mM.

- Los tubos se agitaron durante 2 horas a temperatura ambiente;

- Después de dos horas, las semillas se retiraron de la solucion de remojo y el ADN liberado se concentr6 por
medio de concentracion de isopropanol; y

- EI ADN obtenido de la soluciéon de remojo se us6 para realizar el ensayo 1

Los resultados se muestran en la Fig. 5, que muestra una grafica de discriminacion alélica de ADN obtenida de la
solucion de remojo. Cada muestra se evalu6 con dos concentraciones de ADN.

La conclusion de este experimento fue que una cantidad considerable de ADN de tejido de pericarpio se libera a la
solucién de remojo.

Ejemplo 3
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Reduccion de la cantidad de ADN de pericarpio aislado
El objetivo del siguiente experimento fue evaluar un método que reduciria la cantidad de ADN de pericarpio aislado.

- Se colocaron doce semillas se maiz (sin retirar las puntas, es decir, tejido de endospermo no expuesto) en
500 ul de NaOH 20mM.

- Los tubos se agitaron durante 1 hora a temperatura ambiente;

- Después de 1 hora las semillas se retiraron al segundo tubo que contenia 500 ul de NaOH 20 mM y se
agitaron durante 1 hora;

- Después de 1 hora, las semillas se retiraron del segundo tubo;
- EI ADN liberado del primer y el segundo remojo se concentré por medio de la precipitaciéon de isopropanol.
Resultados

La Figura 6 muestra los resultados del experimento del Ejemplo 3. Muestra la grafica de discriminacion alélica del
ensayo 1 (puntos azules: ADN obtenido de la primera soluciéon de remojo, puntos rojos: ADN obtenido de la segunda
solucion de remojo). Cada muestra se evalué con dos concentraciones de ADN.

Ejemplo 4
Reduccioén adicional en ADN de pericarpio

El objetivo del siguiente experimento fue el mismo que para el experimento 3 pero con modificacién del
procedimiento de remojo para reducir adicionalmente el ADN de pericarpio aislado.

- Se colocaron doce semillas se maiz (sin retirar las puntas, es decir, tejido de endospermo no expuesto) en
500 ul de NaOH 20mM.

- Los tubos se agitaron durante 1.5 horas a temperatura ambiente;

- Después de 1.5 horas las semillas se retiran al segundo tubo que contiene 500 ul de NaOH 10 mM y se
agitaron durante 0.5 horas;

- Después de 1 hora, las semillas se retiraron del segundo tubo;
- EI ADN liberado del primer y el segundo remojo se concentré por medio de la precipitaciéon de isopropanol.

Los resultados del experimento 4 se muestran en la Figura 7, que permite una gréafica de discriminacion alélica,
ensayo 1. Los puntos azules indican ADN objetivo de la primera solucion de remojo. Los puntos rojos indican ADN
obtenido de la segunda solucién de remojo. Cada muestra se evalué con dos concentraciones de ADN.

La conclusion de los experimentos 3 y 4 es que la cantidad de ADN liberado a la solucion de remojo puede reducirse
por un abordaje de remojo de “dos pasos”.

Ejemplo 5
Mayor eficiencia del proceso de remojo de dos pasos

El objetivo del siguiente experimento fue medir el efecto del abordaje de remojo de 2 pasos en el aislamiento de
ADN de las semillas en la precision predictiva.

- Doce semillas (endospermo harinoso no expuesto) se remojaron en NaOH 20 mM durante 1.5 horas
(agitacion vorticial) a temperatura ambiente;

- Las semillas se quitaron de la solucion de remojo, se secaron durante poco tiempo y el endospermo
harinoso de cada semilla se expuso al retirar el tejido de semilla externo de la punta de semilla con una
cuchilla de afeitar. Las semillas se colocaron luego en un segundo tubo que contenia 500 ul de NaOH 10
mM y se agitaron vorticialmente a temperatura ambiente durante 0.5 horas;

- Se retiraron las semillas, se enjuagaron un poco en Tris 0.5 mM y agua, se secaron durante la noche a
30°C en una incubadora y luego se almacenaron a temperatura ambiente durante una semana;

- EI ADN liberado a la primera y la segunda solucion de remojo se concentr6 por medio de la precipitacién de
isopropanol.

Los resultados se muestran en la Figura 8 y la Figura 9.
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La Figura 8 muestra una gréafica de discriminacion alélica, ensayo 1. La plantilla de ADN utilizada fue ADN obtenido
de la primera solucion de remojo. Cada muestra se evalu6 con 2 concentraciones de ADN. La muestra con circulos y
marcada con flechas son no coincidencias alélilas entre la primera y la segunda solucién de remojo. La Figura 9
muestra una grafica de discriminacion alélica, ensayo 1. Plantilla de ADN: ADN obtenido de la segunda solucién de
remojo. Cada muestra se evalu6 con 2 concentraciones de ADN. La muestra con puntos circulares y marcada con
flechas son no coincidencias alélicas entre la primera y la segunda solucién de remojo.

Conclusién del experimento 5. Alelo adicional del tejido de pericarpio que no esta presente en el tejido de
endospermo se libera a la solucién de remojo. La cantidad de ADN de pericarpio liberada a la solucion de remojo 2
es considerablemente més baja, solo se detecta el alelo presente en el tejido de endospermo.

Ejemplo 6
Comparacion de callos alélicos de ADN de semilla y ADN de tejido de hoja

Objetivo: Comparar los callos alélicos del ADN obtenido de las semillas (abordaje de remojo en dos pasos) y el ADN
aislado del tejido de hoja de semillas germinadas.

Doce semillas del experimento 5 se plantaron en macetas Unicas en un invernadero. Las semillas remojadas y
secadas sin la parte superior de las semillas exponen el endospermo. Ver la Figura 10. Todas las semillas
germinaron. Ver la Figura 11.

Los resultados de la Fig. 12 muestran una grafica de discriminacion alélica, ensayo 1. ADN obtenido de las semillas
(segunda solucion de remojo). Y la Fig. 13 muestra una grafica de discriminacién alélica, ensayo 1, ADN extraido de
tejido de hojas.

La Fig. 14 muestra una discriminacion alélica, ensayo 2, ADN obtenido de las semillas (segunda solucién de remojo).
Y la Fig. 15 muestra una grafica de discriminacion alélica, ensayo 2, ADN extraido de tejido de hojas.

Resultados finales: Se evaluaron las coincidencias de callos alélicos de ADN de semilla y coincidencias de ADN de
hoja para ambos ensayos.

Conclusién del experimento 6. Los callos alélicos de las plantas pueden predecirse con precision mediante remojo
de las semillas de remojo en alcali antes de plantar.

Ejemplo 7
Capacidades de germinacion de la semilla pretratada

Para evitar la liberacion del ADN de pericarpio a la solucion de remojo la semilla sin endospermo expuesto puede
pretratarse. Un pretratamiento consiste en pulverizacién de las semillas con una solucion antes del corte y el remojo
de las semillas. A continuacién se presenta un ejemplo: las semillas se pulverizaron con pintura magnética antes de
retirar la parte superior de las semillas. Las semillas pulverizadas germinaron en toalla de papel.

Se hace constar que con relacion a esta fecha, el mejor método conocido por la solicitante para llevar a la practica la
citada invencion, es el que resulta claro de la presente descripcion de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para analizar una poblacién de semillas, comprendiendo el método: exponer el endospermo de la
semilla, de semillas individuales en una poblacién de semillas mientras se conserva la viabilidad de germinacion de
las semillas, remojar la semilla viable en una solucién alcalina formando asi una solucion de remojo de semilla de al
menos una de las semillas individuales en la poblacién de semillas y analizar la soluciéon de remojo de semillas para
la presencia o ausencia de uno o mas rasgos de interés, en donde el ADN aislado en la soluciéon de remojo de
semilla se evalla para uno o mas rasgos de interés que comprenden un marcador genético, un polimorfismo de un
solo nucledtido, una repeticion de secuencia simple, un haplotipo.

2. El método para analizar una poblacién de semillas de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende: el paso de
pretratamiento, al menos una vez, de una semilla intacta de la poblacién que forma una soluciéon de semilla intacta,
por el que se reduce la presencia de ADN maternal de la porcién externa de la semilla expuesta en la solucion de
remojo de semilla.

3. El método para analizar una poblacién de semillas de acuerdo con la reivindicacién 1 a 2, que comprende
determinar el caracter genotipico o el caracter fenotipico de las semillas en la poblacién con la solucién de semillas
aislada de la semilla viable expuesta.

4. El método para analizar una poblaciéon de semillas de acuerdo con la reivindicacion 1 a 3 que comprende: el
diagndstico de si una o mas semillas de la poblacién exhibe la presencia o ausencia de uno o mas de los rasgos de
interés; y (opcionalmente) clasificar las semillas.
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Figura 4

Alelo X (Prueba robot 1)



1.3

1.1

)
o
©

0.7

Alelo Y (Prueba robot 2

0.5

0.3

0.1

i

_ IGréfica de dis

et 2 i o Y
criminacion alélicaj .

ES 2688 175T3

H
H

Leyenda

X Indeterminado
@& Alelo X
& Ambos
@ AleloY

e
T

00 10 2.0 3.0 40 50 6.0 7.0

Alelo X (Prueba robot 1)

Figura 5

14

B NTC

P




Alelo Y (Prueba robot 2)

O
o

o
w

0.1

ES 2688 175T3

EHIE

|Grafica de discriminacion alélica

_- Leyenda

X Indeterminado
Q Alelo X

® Alelo Y
W NTC

0;0 1.0 20 3.0 40 50 6.0 7.0

Alelo X (Prueba robot 1)

Figura 6

15




1.1

0.9

o
~J

o
o

Alelo Y (Prueba robot 2)

o
w

0.1

ES 2688 175T3

¥
hY

0.0

10 20 30 40
Alelo X (Prueba robot 1)

Figura 7

16

50 6.0

Leyenda

X Indeterminado
® Alelo X
@ Ambos
@ AleloY




__|Gréfica de discriminacién alélical

ES 2688 175T3

R —

R
R

X
X

1.3

2 :

1.1

O
©

©
-\l

o
3y

Alelo Y (Prueba robot 2)

o
w

0.1

00 10 20 30 40 50 60 7.0

Alelo X (Prueba robot 1)

Figura 8

17

Leyenda —

X Indeterminado
@ Alelo X

% Ambos

@ Alelo Y’
B NTC




ES 2688 175T3

. : e X Indeterminado

e A . : @ Alelo X
AENERE ) bbb b b & Ambos

@ Alelo Y’

B NTC

-
(47}
e

—_—
—

o
©

©
N

Alelo Y (Prueba robot 2)

o
o

0.3

0.1

00 10 20 30 40 50 60 7.0
Alelo X (Prueba robot 1)

Figura 9

18



ES 2688 175T3

Figura 10

19



ES 2688 175T3

11

Figura

20



Alelo Y (Prueba robot 2)

1.5

1.3

1.1

0.9

0.7

0.5

0.3

0.1

ES 2688 175T3

Grafica de discriminacion alélical-

Alelo X (Prueba robot 1)

Figura 12

21

00 1.0 2.0 3.0 40 50 60 7.0 80

Leyenda

X Indeterminado
& Alelo X
# Ambos

@ AleloY”
B NTC




Alelo Y (Prueba robot 2)

1.7

1.5

1.3

1.1

0.9

0.7

0.5

0.3

0.1

ES 2688 175T3

il
—Gréfica de discriminacion alélical.

E s

00 1.0 20 30 40 50 60 70 8.0
Alelo X (Prueba robot 1)

Figura 13

22

- Leyenda

X Indeterminado
@ Alelo X
& Ambos
® AleloY



Alelo Y (Prueba robot 2)

- I
6.0 |

50

30 |

2.0

1.0

00 I

ES 2688 175T3

e Ve rwy

__|Gréfica de discriminacion alélical——

40 |

01 03 05 0.7 09 1.1

Alelo X (Prueba robot 1)

Figura 14

23

~ ~Leyenda

X Indeterminado

@ Alelo X
O Alelo Y

B NTC

13 15




Alelo Y (Prueba robot 2)

1.1

0.9

0.7

0.5

0.3

0.1

ES 2688 175T3

|Grafica de discriminacion alélical

00 10 20
Alelo X (Prueba robot 1)

Figura 15

3.0

24

4.0

5.0

Leyenda —

X Indeterminado

@ Alelo X
& :Ambos
® AleloY
B NTC




ES 2688 175T3

Figura 16A

Figura 16B

25



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

