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MCPP: Ácido 2-mctil-4-clorofenoxipropiónico. 
ANA: Ácido naftalenacético. 
2,4-0: Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético. 
2ip: 6-(y,y-Dimetilalilamino)-purina. 
BAP: Bencil-aminopurina. 

Medios de cultivo: 
MS: Medio nutritivo creado por Murashige & Skoog (1962). 
SH: Medio nutritivo creado por Schenk y Hildenbrant (1972). 
Myt: Medio MS modificado por Olivera F. (1995). 
MJ Medio SH modificado por McKersie (1994). 
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J-tg: microgramos. 
mg: miligramos. 
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RESUMEN. 

El presente trabajo de tesis se. llevó a cabo" en dos etapas, la primera Consistió en el 

establecimiento y caract~rizaci~~ 'd~·i¡:,s_ CultiV:~~-de ~all<:>s ~~~;;6gén.icóS.: de alfaifa. 
';,+:,,o. ·' 

En la segunda ___ .etapa /S"e construyo·. ~~ '. ~ect,;r:: de .-~~expreSió~/ '~n--:~·p1~~ta:~- .. -e~~- -la 
.. _ - ._:~.:-~:;:·;':~:\{ ·;}hi~:-i,r:ij}:.:.-:~.:.-< .. ·;:::_ ~-~---~.:'.·:. ' .. >::~'..- ,:::~;.;:_: /=·r:·'~~>~f~~~'.-:.'~:-~/:Z\/~\-~>:-:;:ri_:~,::/_;;::·'.·",...:;~;; _ . ··. -_ : 

secuencia codific'1nte.,dl>.lª,P~~~<?f~a '.'G:', 'clf>l '7irus d<? Iél.rabi~·Y,s.eJ;icier°"n.e~s'1ycis 

:~~~~=:~;·~·;;Y~:j~~~:·1~1·ti~Y~lf ~~~~"~,~· ra 

Durante 1a:·primer:a· etapa. s!' «istabl<?cieronlós' cultiyo:S.aséptkos'dé.semillas de 
_ :~_. '. __ ·:_i:~.''' :~~~~y~;:;·;~~,,;c~~:~·;_~·+>/·:~!;\~~;~:t~:> _\~¡fj;~ -;A~'·:~:~'.:,~~.§f;?~:~~;~~~f:~~y~~ú~i~!t;.r~~~~~<Y¿-J:?;>·i\:z::' < .. :: ~ . : 

dos variedades. de' alfalfa: (Aragón ~y ,M.oapa)c·.~ De' las ··plántulas.: obtenidas ·a Jos 15 
,, ~·~}_~'.~:~D:V,~!~·!~:~::::~¿;~~X~)~~~~:-~."(/~~~~~:~:·:t¿~~~:~-J~~~~;f~L~);}~¿f~"~~f~,~:¿~'.?~?~~,~~!t;:\ºf/~'::~.'.·~~:~;: 

días después ''!:~:f Ja: ::·-~e-~_:-:_il)_~:c:!~~:-':.:.~~::_ ... ~~-~~~s:_:::·:.5:~~~~~~~~;!:~~~ -~,.t~~~~~-i\-l:o·~ _,.explantes 

(peciolo, hoja co:f ~~i~f~¡f~,.~it~k~#~Ef~~'~t~~~!~~~i~~í~¡,~{~{o:~,~~~ tres medios 

de cultivo denominados como SH,·M]'y·Myt.,Dichos'.rnedios·estaban adicionados 
-. ··,~'.:·5;/;~SX:·::~·;~t~: ~-;~~:}~·?{f~ft·.~~;J;~. -: ~~~!~tL.:/7~1~~-~:~3f~(~~;~?~~~~\j.:!JJ/;~::~::-'.-." :.,.;:.-. ;<->: 

con 11.2 mg*L-1•.;1.:mg*.L:'de.2;4-Dy.-.3 níg~L-~·'.de,MCCP,respectivamente. El mejor 
, ~ ~-· .:·::ti~~i-~>·;~~";;.~~~;~~~i{'.;."~-~~;~-t-i1~-~L~'.~t·;;~i:'.~I~Jt;.:~{~~~~:~~~!f~~~~~~~(:'~~-~~~¡;J/~? ~/ ;i".·\·'>.-- :" ... ;~ 

n1edio para. la indúci::ióíi.'y:geimiriaCión de'callos.'.embZ.iogéli.icOs resultó ser el SH y 
'."~ .': :\%~{\~-~~~~'.·:~:{~~ .. ~. ~~'; ~{H~:~'.~~;;V~i.t . . W,:J~~~~~~;;,~~'~·,:)·.~~:~~i:.~~r~-;;? ~>-:;~:.:» · : · .-~~·-· ... · · 

los mejores explantes·.0\'fueron;:' tallo. ,o:•.';Ent esta;·; etapa:•" ·También. se 
· __ \ :·. ::.'~:T::f~ ::;:}tf ;:'.; ~~ :~, ,: ,;-;~;;g-:~~'C:~~~~:):. -: ,,Jf t~t:\~~~~~}~:~}~· .. : :~:, -:· 3 ·: :: :t:~\~ ~ ~ .\: :·~ ~:. : ··. 

caracterizaron ·los· . citltivos .fde-·i callós L ern riágénicos·~ '8 f. traVés ~:de·;. léi '. ·ciii.ética de 
; -~ ·'; ~~~~T~··~ 'i.:::::r.;tt~:·~.\·':;~~~~~!:~·1\~Y:l,~f~~<t;.'.~~:.l\:~:},,::;~:~~i~t\r~~/f?~.:~~-~,~:~t~~f. :~ :'.~tt-:r:t~.::· ~~·; .:· .:-

crecimiento en bit.se ·a 'curVas-·de_ piiso~freScO;:-._oe ·esta :·.rnaíi.era-'s'ci determinó.que la 
·_: '.: .. _.- .~.:~:'.\.~ ·,_,:~'':;~·~.:~~::}~~~,;~;.~?~~ .. ;·?~.~;f~~-:i;{~f:J:r~~~?:::;,~:'.~:z~~-~=-~.:-~.-<'.~:·:?:?<_ ·~·:/~~:.: L/~~~;~" -~' :i:!{' '· ·:.· '.,-_ · ,· · ---_~ - . 

fase exponencial :c_t~ ,~~~~~~-~~j~1;1:~.?,~~-~- '.~·¡·~.~-~~-~~~-!~~-~~; ~~ p~~~-~-~tó_:en~~ el_.se~-~do y 

quinto día despué~'delsubcuÍtiv;,.: ' :: , 

8 



En la segunda ~tapa ~e clonó Ja secuencia codificante del gen de Ja prote-fna 

"G" del virus d<; Ía rabia en el vectl'.>r pBI121; ·dando corno resultado. la 'l'.>b'tención 
'. 1 "' - •• -· - • ·- ., ·' '- ' - -· -·. 

que denominarn°cspBlcl~l/p~R~21.Etl es~~vectorla sécuenci~ delaproteina ''.G" 

se fusionó :b•t~~~1f:~t·~~f.;f~t·~:&"~i.~~i~if :~~~:7~~Ji~~i~~~+;'.~E!~H~r;~ai~ .• eI 
control del promotor35S.del .CaMV.-.También"se realizó· una curva' de.tolerancia a 

kanarnici•~~.:~.~00{~~~:ttit' ;~.~~~f~'if;~W~;~~t~~.!~.~r:~M~~~ii~~S~m~~'.'.if · ía 
primera etapa y se_'det~_r:· _que'_la.:_CóiiCent~aC~ó_ii'.ináXiñi.a_"para'°la<l'Se1~Cciór\'de las 

~ ..... -~it~i~ll i~il~l:~í!f~l~liif :~~~~,·~tt' · ... 
Además se,;: hicieron·,~ ensayos.'.'; preliminares::. para~~ la~ transformación_· 'de los 

· . _ ;:~~: ~~~:;}?~~~-~;; ~:-~:'.~~~;:f~;\~~);,~(~~~~¡~> '-~·t:~~::::::~~~~::~~::(1?/~-:~~.~\t:; ~)-~::~~) ~:;6:t:K~:'!:~~;1.:~, :~·st,~:(/~::~<<:.·~>; :- .:._. -: -
cu! ti vos de callos. embriogénicos. con. el ,:vector 'pBI-121/ pWR-21;'.yerificándose que 

. : : ;,:,~)t,hif±L~-,;?j~~~s-~~~1};_~< ~ --~~-:·~:-~~:7.·;-~f.c·>.~,~·-·~:·; :~·:;:.-,::·f,'.·::-:~~t--J :~<; ~~:"·~ :·~;'.~:¿ DiW~;: <el;:·;~~.:::-~:-~~:;--'""-=:~·_ -. ,.~: .. los callos bornbardeadO~(-con :_éiicI-iO~ .:V.ector·:preseritaron.·: expi-eSióil .. tiaiisitOdo de la 
~_._,,, .. ~ .~.-:..:::.:~~:~-\/· ~::~.·r.:-r.--:.-~:-."-i__; ,~-, ! ·- ;:.;_, .. : 

ll-g••s y después·;~~~f:i~é'.?i~~~~fI>?.~,t~r~orei?ai,~ombar~ea'·?résenfaror;•é,;,presión 
estable de la J3-gr1s ... ·{~ < :·.,::::~/''.<':·-

·-;·i ~'. -,-: , '"' ~:.: _. 

/.,_. 
esta · rriariéra··,_;··se". ·~~iabi~~Í~rOrl' .:-:tas 

···'~,-·< ·- .'.-:.::._·:~'·> 
cOndiC:i~r:i~~ ~ núnimas para Ja De 

transforrnacio·n_ de·_~C~_uos_.·eaj.~r~~gén~cos_ d~. aua1fa, aunque -~ueda· por resolver 1a 
. ·.. . - . . . -

obtención de plantiiS transformadas. 
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1 INTRODUCCIÓN 

Los avances en la Biología Molecular han permitido introducir nuevos genes a 

muchas especies vegetales. Frecuenten1entc los productos de la expreSión de 

dichos genes se acumulan en tejidos· paÍ-ticulares. de la planta¡ así-JaS -plantas 

modificadas genéticamente son' un sisterna.'.de .ex~'r.esÍ~n -~-~a·~l~':·;.::,~~~i.{~~::\~~~~s 
.,.. '/ ,< :- < .' ~ ·. ~--" 

:::::'.::: :::::::.:~; ;~;~~~i~~~'~i!~!~~t 
bacterias, insecto~ u º~·ª.~->es~~~~~~;- :~s~~~~~~~.-~~~--':;_;.~~paces;;~d evar,~··a ~:cabo 

:::::~:: ;;;~~~~~~¡~íf !~~:;~t,~~t~··~;t~~~i~ 
genética ha.sido.posibleJa .. obtendón.de:plantas'transgénicas:que ·séa·n··capaces de , 

--· · · -"\; :-: :.::~~~::.~-~-~ :~(;;. '.:::,;":;:~~i~~FE:~~'.T{::~(1:tr·5§~rr:fn~l~:gc;i~ :t~t~~:~~:.r?···:t}:~!.,~i~,~~.~;.~~¡;J~:~~.-~~ .. ,.:~-> .· ,:~·:: ·.,. · 
expresar niveles' ·altos~: de. pi'OtefnáS:iiuriuri.Ogéi-lic8s/p:refereñ.ternente·'.'eñ-· Ios tejidos 

~.~:- ·:~:~ .. -,:/_~;ú~~ri·~;~.--;_~;·~W!:(;-~;~~-:~i;~~~~~?x·~tff$.'.?~~~~~~J~1"~?/i,~0~1;~iY~f;~i;~t~J~~~~~~i.ki~~~~~:7~~~~~:~:,::_'·;~~~:,:::> - º ·- . 

comestibles (frutos,:seinilias; h.ojaS; taIIos);~los cuales'al ser consumidos por ;;-vía oral 

eodd•n mdudC¿~t~~l~~~ifil'.íW1 . ~;~~~~~~JJPJ~2 • 
El concepto ·:''de·' . s'feri.'\plantas. nsgénicas fue 

~ .. ~ , . J ::.~~;~;t:;;~ ~i-·:~~-~~~:1~w~J~.~~~i!_j{::_~~j2i~}~;d}~:5:~.:,~}~(-,:.:-:·-_:: .. 
introducido por Mason· et.' al._ (1992), ~c . , .. . . . . esaron:er:antígeno ._de superf1c1e 

. -~(:_·/-Y ·"-:~;;_:-:;(:.!~i-8~'..;r;~~i~~;-:WJ~t:~~~~~~H~~~[~r1-~~~(~W~~-~~~~f:~.~-~t~~;1.~::;:~'..-.:~~:¿;.(~:~·~::; .. _·!;::'.: .: ;."' ... , 
del virus de la hepatitis-~:B~~/en plaritas de'.tabacc>:-i..as_ ¡:>rotefn:as)nv:olucradas _en la 

:. --- ~:;~"J.it);:'.~i,:/;~i~;:;~~:;::;:~'.:~Ht{~~~1_g~~~Rz~:jYX;;~?lf~~)~~;~~~1:,g~;~~J~~~:z;:::;·f~ff,~~~ ?;:s~:~r~· f~ e,:\~:~'.. _,, 
respuesta inmune pueden:'ser ,pi-0.d~Ci.~~s:a,.- !?~io.,:..~.~~to Y:. pu_rifi~.a.da·~.~!á~i~m~~te de 

:::~:~ ~:::·~~t~1 f~~~i~l~if~1~¡Jf~~W?.:~: 
transformadas. Esto ~!timo: ~·u~d~--~~-tÍ:rri.~Ia~·.:~~~~:u~~~~·~·- ~~n-~~~Cs ·en iO~· siti-~s de 
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reconocimiento de muchos patógenos, facilitando el diseño de programas de 

vacunación en g~~n .esca.fa. 

La p.::esencia,,d~,:,ai:itr~~~~s,'especfficos en plantas, aún a bajos niveles, pueden 

provoc~r, ·.-~~d.i~~t~)-~.~'./'~Cf~irii~·traCión por vfa oral, reacciones inmunoló8icas 

comparabi~-s ·.:i·:~~~~:;¡"~-~i~-slí~ci~~das por las vacunas convencionales (Haq et. al., 
. ~~ .. - '<;"¡'' -~~~~~;>-'· 

1995; Masó'n 'etlÍ.1.; i 996); 

,· ' . /;~;~,~f : ·. ' 
Par~ :ia :01?.~enció~. de vacunas con plantas modificadas genéticamente¡ se 

reconoce q:u·~---~i~-~~¡~-~l¿.'.bi:ológico utilizado deba ser de importancia alimenticia, 
- "< .e·~;;.;>:/;;;_~!" 

poseer Ja habilíd;;'.;:(dé':~cir transformado y de producir muchas copias dé dichas 

plantas. so',;. v~~j~~Ji~~··rnoc:Íelos ya utilizados en Ja transformación geriétlcai Jos 
, .. . - : ,.. '· :;_ '·-'- . . 

~~~~~~illit~ii~~-ll~lf 
se han realizado-para·-_el c~nsum_o:_de;'ganado.\5e.sabe;hasta:el}momento~que·la 

rabia represent;~~j~f~f J~~t~i~f i~~~~¡(~~f ¡~y~f g~~~f ~~~·,:~;:·~;;: ~:~~¡~;ed el 

presente trabajO':]~E, .estableciéron ;,;•:los ;/callos :•:.embriogénic ', y 
-- ::-:~.~, · .... -~~7:·_;.>,~~~.; / :-~·,:=·'~:->:·: ";:-~-',:c;;_~,,~'.~·:'f;~\:'~.~·~,;:::<l·:·'·,_:';;,t;;:~L-n~.::Jt:rt~~J_(,'.~.:~.1-.. · -~·:·;.;:.-, .· ", . 

posteriormente logró la· tranSfórrriaCión 'de_.ésto~· p~r_. b~obalística: irit:ioduciéndo _el 
. ·.· . -.:< . -· .• ; ; .,:'..; ·. ~- . :" :::_-,::·:· :: . ~-::.:~·~· ·._-~·.",,~_·;~ .: ~ ~~ . .;_-.. < ·::; ... : '. ~: __ ~;:. ::· <·"·,-.~ ,.:·~··; ::'i;~'.~·~;: :, .... -·~-

gen que codifica l~· síntesis~:~ ~a p;o_~~ína_.'~G'.'. d~_-_Y.~,~~-s d~ l.~'.i:ab~~: .·. 
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2 OBJETIVO GENERAL. 

Establecer y caracterizar Jos cultivos embriogénico_s de alfalfa así. como las 

condiciones mínimas para su transformáción p~·r me.dio d.; b:ombar~eo de 

partículas. 

3 HIPÓTESIS GENERAL. 

Si se transforman ·c~llos _embriogénicos de alfalfa por médio-de bombardeo de 

partículas, ~.~tOnc~~--·~~ pr~·bil:b-~~ ~b~e~er pl.an.tas. tota~mer:i-te ~ans~orm~das. 
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4 ANTECEDENTES GENERALES. 

4.10RÍGEN. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

La alfalfa tiene su área de origen en Asia Menor y sur del Cáucaso, abarcando 

países como Turquía, lrak, Irán, Siria, -~fganistán y Pakistán; asf Jos persas 

introdujeron Ja alfalfa en Grecia y de ·ahí .P.a:s:6, a I.talia en el siglo IV A. C. La gran 

difusión de su Cultivo.fu.e llevad~ ~->kaÍ:i6:~J~··¡:~~-:á~~-bes a través del norte de África, 
e • '· . . ' . . • ·~·-~· •• ,:.,· '· ·_,_:: ~· ¡'/' ;, ·,· . ' . 

llegando a España dond~ s~extericÚÓ ¡, tbcl~EÜ~;;pa (Bol ton et. al. 1972). 
' •. -~~·.:;:' ··---~ -~->:;_.,,;, •'';)J},: .. ~~,i,: -~~~~:~.'.~{ '.,'~' ~ .· .... ·. 

4.2 so:¡:Á~i~~; ;~:'.;.,;.:.;·t . ·¡,, ·.· .\ 

La ubicaci¿~.-~~~~,~h;~:r~·~'-~-~~i~:·::¡fa~i~:-~~~-'.~~~e;do c~n el sistema de clasificación de 
,., .. ·. ··- ; .. :.·-~-·~ .. -·'. ''~. ; ::- .. ~· 

Lawrence ·c19si}';;'.cron°quist (1968) citado por Radford. et. al. (1974), es la siguiente: 

Tabla 4.1 Clasificación taxonómica de la Alfalfa. 

Reino Vei>:etal 
División Embrvoohvta 

Subdivisión Angiosoermeae 
Clase Dicotvledoneae 

Subclase Rosidae 
Orden Rosales 
Familia LeVl..iminosae 

Subfamilia Fabaceae 
Género MedicaQ'O 
Esnecie Sativa 

Radford et. al., 1974. 

Es una planta perene, vivaz y de porte erecto. Su raíz principal es pivÓtante, 

robusta y muy desarrollada (ha~ta 5 m. de longitud) con numerosa~ í-~Íces " 

secundarias. Posee una corona que sale del terreno, de Ja cual emergen brotes que 

dan lugar a Jos tallos los cuales, son delgados y erectos para soportar el peso de las 
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hojas y de las in.florCscencias, además son muy consistentes, por tanto es una 

planta muy adecuáda para la siega. Sus hojas S<?n trifoliadas, aunque las primeras 
' ·_, ·-, . ' 

hojas verda9er:_~s "sori .·' unifolia~a~. Los márg~~~~ .. S<?~ _ .. l.iSOs ,. Y.· c~_ri.; l_CÍs · ..... ~Ordes 
< -· ·' :.· 

superior~S · ~.ig.?r~·~·ente·· d.?fttados. La flor ·e:aracterrStica ,..de ~eSt~ -:fari;üi~:- .. éS' la~ de la 
·~·" - ;· ~':. . ,. . . .. -.. _ ·, ",:.:,'-. . .. - . •. ~; _» .- . 

subfamiÜ~·'.:/~aPi!_{~.~~·~~e'fl;.qu~ son· de co·ú,~· ~~u1·:0' P~~p~;~~~-:.c~ri·:~~-~~~~Ccncias en 

racimos éi~.~{nace~~ ~~ .. laS ~Xilas. dC las hojas. Su ~~u to· es" un·~; legumb~e indehiscente 
•. _,_-\' .•. c. .: . ·: .- . 

sin espiria~ que: contien'C entre 2 y 6 semillas amarillentas, arriñOnadas y de 1.s a 2.s 

mm. de longitud (Radford et. ni. 1974). 

4.3 IMPORTANCIA ECONÓMICA Y DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA. 

Se trata de un cultivo muy extendido en los países de clima templado, en donde la 

ganadería intensiVa _es la ·que ha dern~ndad~. de forma regular los alimentos que ha 

tenido que proveer ia= i~d~S-~ria,_ da~d~ ·11..igar ~~u cuit:i.vo_ intensivo. 
: . -:· . -~ .. ':. .. .-.·. ' : : :.-• :.-

La impo~t;g~i~J~~E{~~t~~:'l~~"l1~~}~Tuit;1~f'-'~''s,;; ~~ _i:terés .• co~9~· {~ente 
natural de protéínaS,'::fibra;:~-.vitaminas""~-Y ~~mili.erales;~ así, como ·.·su·'' contribuéió.~ 

· .· . ·_ -~· . : :~~~'At~ft~}~~~~~~'.~;,;~;:f A~~.:.-~~~;;f:3:{~ti~?)~~-:() ~tJ.}~~:t·~f ~i~'.; ~:?¿f /~ .. ,'.~.\-.;:;.:;;\: :;;;:·~- '. '~i::~:,~>:1 -~-~·;~~!:.~i);.:~ .. : ~/-:~;· . :· : 
paisajística y su 'útilidad .. coiño·.cultivo. conservacionista. de la··fauna;~Además· de la 

--·::.' f·:.,r:~r.t~;:.~;;i~~rl~~~~;fi;,~ ~:t~\~;{~.;}i:}~·:.:~~f~~->~~.-j;~~:i.'.::{>:~i~.; .. ~:}f;:«:-_· ,:~i~~~~:~~~~.~::¡_~}\;;~::~~-:~1:-:~,. .:~_.~- · · ·· 
importante reducción·,r energétiéa ·;que 'su.pone.: la ;.fijacióri '.simbiótica;'deLnitrógeno 

' o-.• :)_~:~ t~f~~~~·:~-;~:~l~~'b{~~~f l:A:f~t~-~.~~;~~~f 0~t,; ~\~;~~i~~ifi~ -~:~;l;¡~\·:.,~',,W7/'.~~-:;~~~:-\i~f'f ~)f )}~f, ;~~r:~~~~~,:·f:~: I:· '.j:.? ~'~~ ~-.; .. :· . . ~ 
para el propio cultiVO'Y'para'los siguiehtes Cn_las rotaci6nes ~~)B;S que.forma 'parte. 

-_:- -.-. ·~~é-~Sf ;,;~t~i ~~;~~ ;~~f :f t~::!~f if ;::,~:1ú:.f~~!~~~f~·; '. ~-~'.!~~'.t·,:~~~p: ?·~ -~i º·~?~.~-~~Jt~~7;:-~f:f ;~~~:~:~~~~t:;,;fü~~1~\~&º¿t ~ ;: .. !. !.·-~? 
Por ser una especie. ¡:)CrCftC/s~ cul~V~ '.apO~tél:··elementos _de .intei-és cciin~}~~~dor· 

y reductor de l~.e~~~[ó~~,~~¿f;;~a~;i1~~a~~\;~~r~~~:~~{d~,lÓ~~Ü~ti~~s que le 

siguen en la rotaclóri (R()bl;;s,'19:79). 
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4.4 REQUERIMIENTOS EDAFOCLIMÁTICOS. 

4.4.l. Radiación solar. 

Es un factor muy importante que influye positivamente en el cultivo de la alfalfa, 

pues el número de horas de radiación solar aumenta a medida ·que disminuye-la 

latitud de la región. La radiación solar favorece la técnica del presecado en campo 

en las regiones rii.áS._cer~a~as al ecuador, y dificulta el secado en las regiones más 

hacia el norte (B~ltc,n'.1972). 

'.1:4•2.-r~f ~fitt~~#~.r 
La semilla gérn:.;f:~~¿¡·~~'_J~~~p~r'~t:uras de' 2-3ºC, s_i~rnp.I-e ·que la·f;_'defrlás ·Coridiciones 

-~-:~.-~'r:~~~}<;l~J_\;-·.·<~:.::? .... _·-=-~~ '/ ,. . . ... . .. . . . 
ambientales lo ·p~~~~~~r(~ie~~o.'que.~. ~e~i~~ que se inc,~e~~nta ·I_a. temperatura la 

::::::,·t~~~t~~~~~~~Jj~;~*~i~fi~~c::· 
invierno detienen'.~:su' cCe<:imientO_-i-hasta.~~la':,_ tlegada ·:~de·-·· la ·~-primavera· cuando 

comienzan a rebi~~~i11~;f~~~ff~;¿ec,{ 5ii'.;'';f~i· '.f~;:;\~~,,~f~ é'\~)~Cl(/ . 
' .e' ',"" <:'.'.r~.' ' · '• '•·'.(L .. '._,,·.·-·-;,;-\~:_:_;;·. v-.. • --··~<- ·::·.',·.;,·,,.·.'·. -~.~-.~~.:f~---:-} · 
,.-~,·-·-·:.:~•·':•- --·--:·-.=~ . ' -.-'''.7":;-..--;. "~ - -

--~·:::}.-,~-~;;;<~:r·:~~t~. . :f{:~~~~r~1<~:i~:.-·- ~:r.:~· .. .-': ~:~\~·-·:;;,"7>:·_::_:;-~-..:::/;~¡/\ ... =-, :~~:~"'::,~·-::- >· :-;·_..\ ~:. 
Existen varied':'~es ~:"..;'~~'.',~~;~~~- tol"'r!'n temperaturas rnuy bajas {clOº C). La 

temperatura media óa:l'l'iial -p,:;~a'!~ ¡itcid:~c~Íón fo;rait?ra "'stá ;;,:,, to~,.,:~ á los 15ºC, 
'··,; 

siendo el rango óptirno dE! 't;;hlper;.·tiira5, segúl'l las .;,;~riedades de l8-28"C (castro, 
• '> • . -· • " . ~- .. . " 

1982). 
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4.4.3pH. 

El factor limitante en el cultivo de la alfalfa es la acidez del suelo, excepto en la 

germinación, 'pudien·do ser<de hasta" 4 .. El pH óptimo del cultiv,; es de. 7.2, 

recurriendo a e~ca1adOs ·:s¡ernpre ·:que e1 -~~·-.~~;~·>~-e- ~-~8,. adelná~--~·10~ ··e~calados 
"',.;:.-· -- - . : - ' ·._. _;. ; ,:"', - •J'--'-~ :· .. ;>.· 

contrib~Y'en- a 'iTiC:i-e~·~n-tá:r','1~-~cantidiid::de':iO'nes de. c~ícic;-_-en ~·~·~uéió dis}:>Oriibles 
·;:·- <>'. ·_::~):/:< r<!::~·/S;;;~\\~~0;:~:'.~~;~;:::-:'~!~>:~-::~\~/:· (~';;· .?-;;<.·:· }:::. ·---:·-:),_\:~~ -~-,<-~:: .· ·i_ :-~::·::·~:~~-t.<: :r:;,:-~ !_'J '.'t..:';~ - . :· ·:_: .. ·_ · 

para la plailta y reclu,<:i~ 1 l.a abs¿rci~?' ~e;? aluininio y' ntanganeso que ~~n tóxicos 

para la ~l~alf; ~~'.i~6r~11~~'.~,1~~~f !,/'f ;,;·?;:'.é ":;<: . ,, . :,;; .. ; :'<'. ' .... 

Existe un~::~~i!~;(;,.; directa· entre la formaCioil."cie' nódulo~ y el. efecto del 'pH 
~>,-. :_"'.·"'.··--"-.:--:·~~!t;;-~O~'.-~'.:~~;.i>,:·'..;~-:.~;--, .·:::-·· ... _,.'',_·: . ·:_, -· -.~r-.' .-._ · .- · · 

sobre la alfalfa'.'i.a'b'á'Cte~i'l'riodl11ante de la ;;lfalfa es Rliizobirmr meliloti, esta. especie 
' "' ' -.'. !: --~~ ' ' . -: " ' . : ··-

es neutrófila. y \dej~· cid:r;,,producirse por debajo de pH S. Por tanto si falla la 
- .: "-':_. ._, .. '- ~ ' . ' . - .... 

asimilacióri'd.;'~¡~~i~no.la alfalfa lo acusa (www.infoagro.com.mx, 2003). 

4.4.4 SaÚnidad 

La alfalfa_eS_ m:uy_~ensible a la salinidad, cuyos síntomas comienzan con la palidez 

de algunos tejidos, la disminución del tamaño de las hojas y finalmente la parada 

vegetativa con el consiguiente achaparrado. El incremento de Ja salinidad induce 

desequilibrios entre la raíz y la parte aérea (Bolton, 1972). 

4.4.5 Tipo d.e. suelos. 

La alfalfa requier~·.''SJ~iO~/Pr'ofUndoS ·Y-. J:>~e_ij.- dre~ad~s, _aunque se cultiva en una 
. .- ' ··-· '"--'" - - -(~· "/·'~\; - . 

amplia variabilid~«i'~;,·;;:;¿lbs>A~i 16~ 5l1.:.ios.:c;:;ri menos de 60 cm. de profundidad 

no son aconsejables para la alfalfa (Bolton, 1972). 

16 



4.5 APROVECHAMIENTO DE LA ALFALFA. 

4.5.:1 En verde. 

La alfalfa en verde constituye una excelente forma de utilización por su buena 

calidad e ingestibilidad, pero conlleva ga~tos imp?rtantes tanto en ~ecaltización 

como en mano de obra. Al contrario. sucede con. e1 :paStore-~ :diÍ-ecto: ·pues 

constituye la forma más econó~ica de aprovechamiento de u~a pra~~~a, junto al 

pastoreo rotacional (Del Pozo¡ 1977). 

4.5.2 EnsÚ~cÍC.. · . . 
- -;.>:·;·:\> .. ·~" -: . . "~: -, : '.~·- > . ' ' 

Es un mél:Odo: dé~- COriSerVación'':'de -forraj~· por: rilediás '~i~l~~~Í~~-~~<: ~Íe~~o rnuy 

adecuado en r~~~6ri·~~~-'~'tl'~-~-~~~;-.~~-~ª- p;inCiPa·~ Je~~~j'a!:~~--1~--~~~:~:~kió~·:;de··~·érdidas 

~"~ º" ;;.~~ji&{f ii~~];·~~-~~l~~.5~-~;;,~~¿;i.· ,,,,, 
La posibilidad· de· ensilar·. la alfalfa· facilita la· ·coriSérvación ·de. los primeros y 

_ .· ~-~: -~~ :~\?.~0~~'.·~:~r~~-i~?fi~~; ::;\;~~-~>:~~~i:::~~~1;~:~:t:}{ s:-~:·-' ~J\f }~~,f ~Y~i?1~-t_;1itt,:~~;:t~·-:~1~?~<~1:{;_s¿.:,:;1_,_:~;·~~-~~~-i ~ :~ : .-
últimos cortes (rc?ali.ZadoS durcirite:1a·priníave-ra"y, a principios.de otoño);_los_.~uales 

son. más d.iff cil~~''*~/~~I~~:~f~;~~;~~~~~~~~f-i~t~'.I~~~At~~;i~~~¡:f· ~~;ant~· este 

periodo se mcrementa (Del)''.'ozo¡ 1977),'<.\::.;,<:·•••··~-,'. ··i \ :;,;;•, · .•. , ·· . . . 

P=• •=•~;~~~~~~~~{~~~;"\;~~ dobo =~""' un •••••do 

porcentaje en materia··seca (3040.%);·_debiendo estar bien troceado para conseguir 
: · :· ';:;~~,_ _-_.,_ :::: .. ::>;::----s·i,:--;.~-:~_ -; -~-,_~, '~> ·'.-.: -;~>~·": . __ : 
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4.5.3. Henificado. 

El uso de la alfalfa ~orno heno es característico de regiones con elevadas horas de 

radiación sOiar, es~a~as ·pie.~ipÚ;~cioi:teS· y é!eva.das .telnpera~~ras durante el periÓdo 

productivo (Del Pó:i;o<1977). .: . :, : . . . .. . 

· .. · .··,:.···. •• .~.:, 1 .·;~,..L':~i./, .~;:.
1 

.. ,. <· · .. ··.: /' .. , ... ·· ....... · .... ·· 
El proceso· de; henificad~ hnplká c~rnbios fr~icos~'qulmico~ yznicrÓbi.ológicos· 

que produ~~1~~ttf Kr:gJ;~t~#Ji~~~;~E~~~f~i~Íi~~ª~·~e'j~~r:t~F~:~~~~2~~C.'i~~1.'!hraj~ 
respecto al fofraj.e:ve,rde;Este' ~roce~~ debe conservar el mayor ':'úmem de hojas 

posible, .pue~:i;;~;J~t~~:~~s~=·~::as s~pon~ ~na .dis~i:;,~¡2~:;~.~;~Q~~-~a-'que 
las hojas- 'Son_ 1a·~-~'~i\~te~:rnáS 'digestibles y como con5~~~é~ci~·~s(:t:-~d-~.ié~· ~l :vai~r 

nutritivo (Del ;~~~f:~~7~.· .. ; 
:;;; ,·: -.~:·' -

El period~ . .r;;··s~cado depende de la duració~ de;las cri;,diciones cÚmáticas 

(temperatura, .h'um.;d.;d y velocidad del viento),· de la.'' relación hoja/ tallo (es más 

lento a mayor. p~~porción de tallos) y del· ren~h~Ie~~t':': (el incremento del 

rendimiento por· hectárea aumenta la cantidad· de· agua .. ª evaporar) (Del Pozo, 

1977). 

4.5.4 Deshidratado. 

Es un proceso que consiste en la recolección.'~· del ···~orr~je·. ·.verde/ su 

acondicionamiento. mecánico y el seca~'? .m_eC!i~~t~:-~~~ti1a~~~~··~~or~~a~~.La ·~1falfa 

deshidratada incrementa la calidád ·d.~~ -~--j~~aj~,:-'..:!~~·n·~~~ <del ,c .. tra~pol-te. y 

aln1acenamiento, permaneciendo sus características nutritivas casi intactas. Los 

18 



productos obte.nidos se destinan fundamentalmente a las industrias ganaderas 

(Del Pozo,_ 1977). 

·4.6 VALOR NUTRICIONAL. 

La alfaÍÍ~_·-~s·.tÍ~a excelente planta forrajera que proporciona ·elevados -niveles de 

proteína~/mi~~rales y vitaminas de calidad,-~u ~~1~r:enerSé~i_~:o:·t~~b:ié~ ~~ n'.:iuY 

alto estaó-do~ re1acionado con el valor rlitrogenado dc?t i~rrclje'ad~r:ná~~ ~s Una fU~nte 
'-·· - > ,-· : . , . -•;-:.· --, ,.,·,·: -· . ,-- ' . ~ -· ;~e ; .:·,·- • .," .. 

:;,-

de mil-iera1~·, ~Orno: . calcio,~ fósforo, . po'ta_:~~.~, --~-~g~eS¡¿;~ /~z·~~t~i:~ ~t~:-_. ~es. ~ie~a«~ios 

niveles d.~· Íl~~~~~~-rl<:>.~_JBrec;u~sorCs_:~~-:.~·~ -vil:a~i~~-~~) ' .. ~~Uy~~,-~~)_a> ~-~P.~oducción 
. ·,., ..... 

de Jos bovinoS~:_;;" .. ::,:~--, ,:~~<;'.· ·' 
En la T,¡bla·~~2· se'm~e~tra la composición de Ja materia seca de hojas y tallos 

de la alfalfa (Bolton, 1972). 

1 4 e Taba .2 omoos1c1ón auím1ca d 1 lf lf e ªª a a. 
0/o HOJAS TALLOS 

Proteína bruta 24 10.7 
Grasa bruta 3.1 1.3 

Extracto no nitrogenado 45.8 37.3 
Fibra bruta 16.4 44.4 

Cenizas 10.7 6.3 

(Bolton, 1972) 

TESIS CON 
FAl.LA DE OIUGEN 
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4.7 GENÉTICA Y CITOTAXONOMÍA. 

La alfalfa eS-1:1~ª P1.~,r:'t~·-?.1oi;~ma, es decir, que el polen qu~fecu~da a Jos óv_u,Ic::-s.d_e 
-. .,,".;';". 

una planta proVÍene de~OtiO''indivi,duo dentro de la níisnla ·poblélciÓri .. ASCes_'.que - -. --'. --.· . ~ -- ' -- ·- . . ' - ~ . . _. -· - . ·:o:-.-·- .. - . -

para que pueda~- ü~V~'r~~-~-~-, cabO Csta· polinizació~- .cr~~~dii"~!;:¿¡~ttlán'..·~om·~~-~age~t'es. 

::~::=~·i·~i·~f ~',ii~~·~¿.~°'*~tl;~~i~~f 1111~· 
heterogeneidad que_ se,obser:va 'dentro deJas poblaciones de.esta-·fó'rrajera ·_{Braiier, 

: .· : -- · :.··~-~:\·;;\-:e ~:f}··~~'..\;-{:~i:~ </~,:-:;~::~:}{)~:~.(~-~·-;. ?P ~\ :~. /.:z;. ~~·),,:(:·,'.'~~·;~-:. ·"~ ::'2·:~:~_;::--.~~i:::~/-::\/r;~~~ ·:);~~i\f'~\·f;-:~:-:f ~).~.:~-~ó: · :;:: ;.\ :. · 
1986). La alfalfa'coinún·,o cultivada·Medicngásátitm L. es autotetra.ploide; es dedr, 

·, -·-:( . '·; ._· .. "~~//:-::\rft: <t"~:;:~· {(:~f ~fr~'.{~ :~;'!~~:-·:~·. ·-/.i:-- ~- ,_; :·. ··. ~: ··: }_~,:~:.·-_:-:~~, ~;~ :~ ~;)'::>:~>fii·:·~?,~i;~f,i;?i~tt~.is;~~~~~;~ ~E4·~·::::;~: :-
que cuenta _con':cuatro·;juegos .. cr0mos6micos (n·_~: 8;.'4n'_=:"'...\32)"'provenientes;de la 

· >·_-:·-~ 1 <~: <I/::.,;::~,-~;~~:~:f~~;~·á: . .:.~;>:):· -::::.~:~~~ · .'·:··:.:. -,· :·>> '.'':)- :._:-:·:: .·-: ;;:>-.-~:~·::_'.~f~:~-_:;~f?:~:~{;«~fr;._~;.t~FI1~&.1~~:~~:~~,;~-- º 

unión de gameto~diploides ~e la misma especie. Es•to)eha perlTliti~o ~na amplia 

distribución y -~~ .. ;~a~i~i~~.clile~e~t;,~~i~gi,;n~~ del m~~~~-:~~¡;~J~~·~~dez;n~s 
desérticas 11'1st'1 ¡~~¡¡"~~:;; 'ÉriÜs ·pasartdo por regio'n;.s te;,:;pla~~~' ~~~Iiciáricios~ as! la 

presencia de est~. c·~.l~i·\¿_~-.-~n'.' .. ~odo·s~ l'c?S ~ontÍr:ieniés en. la actualidad. Su relación con 
--.1";· ,~ 

la alfalfa silvestre diplolde (2n . ..:',16)es inuy estrecha, taxonómicamente a ésta se le 
", ·;.'·-;\;;_, t -<~~ .. ·:,'.' :·~·;,,_:;~·c·c:-..-"' 

conoce corno Medii;"ago'·COT_illéá~--,MCdii:niO. ·~aliVa tiene flores moradas y sus frutos son 
~ :; ·:·,>.::::-..:·~~~:;~~.>.-\. ~ .=.·-~:::;<>·~ :,::'t:1;~_:·::~~ :'.:(-·~~~·i::':... . . 

legumbres muy espfra!á.?.ª':;"'.:·o~ra especie M.'fnlcntn, conocida como la alfalfa de 
.;·,~_.·.·~I::~··r~,-,, .:. :.:::-.~·· .. ~ -.· .. _.. -_::'° .·:,' . . 

flor amarilla, es'dipÍ6íd.ci·''(;ii.,'~~;i6) }i;'t;:Sendémica de regiones frías, pues crece bien 
.·.': ~'.:··~<~i?5~f:~~~~1/~~.~~~~~t~:~;,~~\·:·:·: ;:})Jt .=. :·. , ' . ' . ' , ' 

en lugares coinprenéiidos•~entre:'42".,"y 62° de latitud norte y su hibridación de 
·: .. < A·-:~'<·~-~:~-~~~:?~~-~~,\~:r{f;) _;· < .~ 

n"'lanera natural_.Con .)~~·: :s~-~Ít''!,.·,,:P~.o~uj? :poblaciones con resistencia a bajas 
· .. ·:'- _.· ... -.'_ :.·:·.,; . . 

temperaturas y a enfern•edades foliares (Brauer, 1986). 



SECCIÓN"! 

ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS EMBRIOGÉNICOS DE ALFALFA 
COMO MODELO BIOLÓGICO. 

5 ANTECEDENTES GENERALES. 

5.1 Embriogénesis somática. 

5."1.1 Cultivo de tejidos vegetales. 

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica que consiste en sembrar in ·vitro en 

forma aséptica ápices ~e rafees y de tallos, primordios de hojas y flores, frutos 

inniaduros, órgan~~ ~¡~}~ . .d~~, embriones maduros ~ in-maduros, segmentos de tallo 

y hojas, así como·'.~~:ulos,:~nt~r~s po~e;;~ pr<:>to~las~~-s y ~~n plantas completas en 

medios nutritivOs ·.·ade:c':1a~o,s ·'Y: b~j_O.-~~ndi~ic:)ries .. ~mbie·ntales controladas (Street, 

1997). 

se encuentran: 

a) Multiplic~~i,ón v~~eÍ;;t;~;;; ,· 

b) Preservaci¿;;~~J'i~~&~Ji;s~a; 
e) Mejoramifa,;~~~~é·~-~~;{\f),, · ·· 

d) Recuperaciónde'piailtas'am~~:zadá~ o en p~Hgro de extinción. 

e) Fusión d~~~:~~~~J:+;~~Yt+~~~j~07*ifrt~);• . . . . . . . . 
f) Producció_~ -~é.,~·~·~.~l?oHt~s:de_r~:~~~~ ~~~.e~~i~.I ~· 
g) Obtenció~· ~~.:~l~;~;~~~;.:~~,~~~~:~~~~~:·~~~~~ .. ~~~;ri~t~;~s~~Cas deseadas. 
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Esta técnica esta basada en Ja totipotcn.ciali~ad .. ~~ las células vegetales, es 

decir, una célula dé un árgarl.ismo .rnulticelular: ·posee todas .I'as instrucciones e 

información necesaria, para ·~esarroU~-~:.·~n·~ organis~o ~·6·~~i~~~-ri-tuiticeJUJár,.solo 
... :-, :· - ~- -~·;;-... ----,~<:,;:~~-, :·~·~r::º> . >?.·:·~~): 

basta colocarla e~ las· ce>ndicion~s: 3deCu3das· para- eX·,:;re~-ai'.·'CliCh~:._tótip'ó·t~nciá.lidad. 
-·<" . . . .. ~_._ _',-.~ , ·~~~-< -:.~~~ :-

Existen dos vías. p~ra Ja :~egener~:iJx~di plilntas ~ ~ ilvé~ ~~ 1l técnica de 

cultivo de tejidos vegetales: 

a) Organogénesis. 

b) Embriogénesis somática 

. . , 

Un embrión se d;,fi.'.e cóh.o'~J estad.o. iniciai del desarrollo de una planta (Wardlaw 

1955, 1968 en ~i~~~~~t~Í:a1'.,i~7!!) ~ue iñorfológicamente se c~racteriza po~ tener 

dos polos meri~-~~.~¡~i~6;~"c;)pu~·~·~~~, e{a-~_i~~.l_c}~·~ d~;~"1Uga; ._,~ ;~ p~·r.te ... aér~a de la 

planta y el rádicular·-~u~origln~rá la·~ai~.·:El~in~~ióndgótico surge a partir de una 

::::: :~~::~!:~~~J~~~JB:t±lt~~:::':d:: 
globular, corazón y ;;;rped~(Shal"p ~t;-;.1:, i9BD). 

"::::·c~:~t3 '.15:";~.'.>",, ,: ·«, ,j:;.:::· 

La embri~i~i.i~~._~~:~w~~;~~:~~'.·~~··~,~a forma de multiplicaci~n élon~l masiva en 

donde se lleva cabo : la diferenciación en embriones somáticos, que 

morfológicamente son siinilares a los embriones sexuales (Sharp, 1980). 



La embriogéncsis asexual o cmbriogénesis _som~tica in 11itro, fue reportada 

por primera vez por Steward, Mopes y Meras.(1958, en Ti~serat et.ni., 1979) en 

cultivos en suspensión .y' por Reinert (1959,, .~n.Tsse~at et."nl.,:1979) en cultivos de 
.·, :~~·) -~.--~ ·;_,_· -

callo err medio sólido_-en ·zanal~oria (J?n~ÍcÍ~s--Cfí.~t"n)Y::'.~~.\1 . . :::::.: · .. :,~;::~"', 
- ' . ,_/: ·~·;• ,,.·,,_ -~~:)\\': 

' • < ,• • ,• H, _,.-~~ ('">~ .. _, •','" ·:,~:.):~.-~{[-~::t~-~~~1 ":~ .. •-•• • •, 
A pitrtir. d~ entonces lo~ _trabajo~.S~bre-_embrio"génesis sorriática progresaron 

. . . . j.: .... -.~::..--.·.\/;::?~:?/~ -"<·:;!_-:_:.~~:¿:?,:::~··:-'.;;~:J'.~::0;_At~/~f~~1~~~;¿?/.::~r~.{:_· .'· _ ~:- .'. _:_> · ·, ~-._;,.,_ ~ ., :"» 
tanto en los sistemas de z"nahoria asi "º'?'() )'ara ()tras "especies de plantas, algunas 

de las cuales pe~t~,ri~~~~,:~;I~~,flg¡i¡~'.~;~:~;~~ ·~omo Gr~minene; ·Rutneene, 

Solnnncene, y U11Íbellif~rn~''~;,~~:~_;;-~&~1i~~)ri err:briOgénesis adventicia in z•iz•o se pone 

cte manifiesto _de_.: mane~a ~:,éspontár:iea ·.y en aquellas otras 

Arnlincener Brnssi~~;~~~; .. ':'.~~~~~~~~~--:.,y::.'Vitncene que no exhiben 

manera naturaL 

familias como en 

este fenómeno de 

El proceso -~e- ~-~~d-~~i~. Ja regeneración de plantas a través de cultivos de 

de células desorga;,,i:Zad;;s (comúnmente conocida como callo). a_. partir :del 

et.ni. (1981), Ammirato (1984), Williams "y. Maheswai-an·~ (1986) 'mencionan una 
~. _. > ... :.' ~-: :·: : ; }. ':;· ·\:-~.}.:6~'.~~;::,~~~~j;-.~):.:~~~túi~~f}:.tt:'._:-?-: '/;_:?• ,, {: ::.· ·. ' -'. 

hipótesis para tratar de exp~icár es_to.~-:.~os.pr_~~'?s_.:~~:-~~~-~r~~llé:>'embriogénico in 

l•itro. Enuncian que el proceso de etn~:~io;é'1;~~ ~'.f~~~t~l~~~~ a pa~~r de células 

que ya están determinadas haéia un:·:~e~~~J~_C(éffi~ri~8érlic~:,y _ _.que sólo requieren 

de condiciones favorables que les permitan ·continuar la división celular y su 
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expresión embriogénica. Por el contrario la cmbriogénesis _indirecta requiere de 

una redeterininación de células ~ii~eren~iadas, proliferacióCt. d~ callo· y desarrollo 
' ,. : '• ~ . . ' 

hacia un estado embriogenéticamCrlte_'.·~defe~-~¡;¡ado·:· Para:. eStas' céluiáS :·qu·e se 

inducen hacia una determinaci~n; ~_ffi~rió~é~¡~~-·:~s ~i~~¡~;~~;;)~;,;~r'..~~n~~ de 

liormonas exógena~ ••.. º J~~l~0~rf.~~z:.~~xfi~j~\Wt:~r~t)~í~~j]\~~t~~f ;~i;:.~f :.· .• los, 
reguladores de crechniento_radica tal • .ve~e~ su ~u7ióri,c~mo agentes_,permisivos 

de 'ª expresión d~ ~:~~ ~~~f~~~i-~~~;+~::¡·~·~~~~~~~l~I~n5~;~;-~,t .. ;~~i~~t;::· ·· -·• -_ 
;."·:::·<-~·.,~·{y>>:·;i~i/';1{:<<-· '.'- ' . .'.,-;«, , . - . ' >::;:.';/'",:: . . _ . ._.,.. - .,'';: .,. . . ., . 

El preces~.· e~bri~g~nic~ '.:_~'.~~¡'f~~·t~· .. : -i~·Pl!-~.~: Cr\tór\C_e~;-~ ·_~1.: ~~-~~bte'éi~Íe~(o de 

callos en d;~i;!~~;~~;¡~~ '~1:~:~a0:te:: p:t:: ::i::r:~j::f J~_:t_.'~itt11~ti;~i1~: se 
distingue':' ·f.~s{~~~~f~~. ' ',,, '<;:J , . la 

citodifereriCi~Ció,~rP.~!:-par.te _de las células embrio~_énié~~ --~,~-~~~~!i~~:~-~·~~~~~~~ilCi~l-t 
. - . ·- .. , -. ;'¡; '!·' ,_-· ' ~~ · .. '· ~-, .•. " 

de Ja relación auxina/c:itocinina y 2) donde se continúa -1~ s~~{;.;r;cia de.desarrollo 

de tales células proen>briogénicas (Kohlenbach~ 197~ ':'",i~~~~ ';P~~b~r~,)982) y 

; _! /':~~: ~:·~¡, :~: ---~ '/~:~:. ·, se ponen de manifiesto los embriones somáticos~ . 

, ... · .... · .... _.,· .. :.·. ·. 

intervienen en la inducción y regeneraciófi dé ·embl-iOnes:·sofi:láticos: e1 tipo y la 
• .· ' ·-· ,' . «'"'< ...... :-· ... - , .. '.:-;"~~·;,,,-:-:~,::-¡.~·:.""'~)·';:,--·_ 
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5.1.3 Embriogéne~i~ sorn.ática en alfalfa. 

La alfalfa es una ·esp~ie ~ue se ha rege~erado por cultivo de tejidos vegetales. 

Hasta la déca_da -pe :los':-SO's- su vía de propagación fue la organogénesis, 

posteriorine.nt~-.S~ h~· ~~~~;~~~¡¡:~~º s~ propagación vf~ ·e~briogéne~i~ somáti~~-
• • .~ •• -~~.;: ~.:., • •,.- .;,• r 

·. ,,. ·_,, ~- '''.i~·: <;. 

~p~:;Jft'I~~i~i~J~:~~~··~~I*fy~~~kf ~~~~{±'-·: 
algunas especies/difet-encia·s en los-genotipos empleados"inüestran potencialidades 

.· ·:·;·'.::.·. :;)_··;.}~~,t~~·fif~?<:?·;::-, :::,~·;:~;.'~\:~.~~rl· '.<,/:\'~~,:;r-::~~; ~·~;:::(;;~~:~.,f:.~ ::·;;;f-·::t{-~~::.·:t~-:.KJ~F .. :.~-? ::~~: ~ {.~ . .;;{··· -: \~::·'. :.- ·:-: .: .. _ 
diferentes· en .:~c;-~~~t~~;_a·.~~r:espuest~ ·,,:.~~J?riogi'.nica;·:._~~mo .~es~~ el_·; c_as~~:¿de_;_Ia~ alfalfa 

, • ~ :·':. ·: ·,< .. ~:· •• -,. 1 :.~~~·~~;~~~!.i\~J~~ ~/:/4i~~{J~h~~-'.·:;·~ ~\~~ ·:Zi~t~t:i!~:s?}:? 0 ~ z~~:~:-~~A~<~~\~0~~~~:~~~~ :~~1ü~-i-,/:~·~~_.:,~.: ~/:~~::., ~·: :::=,: ~ · :: · ,~ · -.. 
Medicngo snUtm:-'Ammirato (1984) enuné:ia'asimismo;que e)estadofisiológico de la 

; ._:::,:· <:<·.:::.:(:./¡~~;:::::~/f.'.'~:~'?'.{~:-~Y2'·.~'-. ,: ~ · · ,1~~tJ;~º~~:~:~:!:'.'~z:j~ff t;~:c~~}Y,i~;:¡}.~f:~i::>Q;i~~::~~Q::: ::<'_~; ·;::-__ ·'. ;:· 
planta a ~~rt~~~;,~e-~·l·ª.-?:~~~.~~:·~ ·' ulo\:~~:··· .. ~n?factort~:'_',_~emadamente 

;mpo:•::If ;11~ilZf :::;If 2j:~'~.~~:.J~.d do 

inóculos q1;1.~, :~}3.;,;~ ~. cOtil.edf?nes, 

hipocotil~, hOj~~/t~{ ,,,_,. ;·'.~:~:·:;,· .. : ,··· '..~~.-. 
. :· :':"!,i':"~;"}f~<; ''·>;·;f;¡.,:;:i~ ~:,:{.::"·<,;__,'"· '.".., 

La capaéi~1~(0~mbE~fi~cat~~~t?i~' ::~l~~l;a,'~~ ri,(;~h-ad(; ser genotipo 
·. ' --~.:~_,;,~~f·1·,,~;.~.~.:;~~~l(~,~~.1~,~~*~~i~¡{:!A}J~{~.i~~:~~~·;:":~'.-; ._,-.-·'. ~>·:,::: . .-::·{~ ,-: :::; :..:. ,.- , .-~ ·. \ ·. 

dependiente, es decir> rriientras· mayor écintribución 8eriética posea Ja variedad con 
,~· 1::.· i;.;·?,'.-;::}~.;~~:;~~-:::~N~;;;~-~:~l··ú~~~:j;~\~¿1:~~~~t~:i~J,/:.>:,~ <! ~·:>. ~, :,~ >.::.~~::{.: --;~~ · :-: ·. ·: :. , , , . · 

Ja que se va a trabajar.(Medicngo/sntivá,L:).habrá'mayor.:éxito de_la respuesta in 
_,«·~/~.:i:!~<: ·Tt".(S.,::z.~:·:·:c-~/t.;:~~-~~~{i_~~fo/-.,;:/~"~0:;.~\::~-i?}~-.·-~ ... -·,. · -· .--. 1~ ... ~._ ·.". . 

l,¡lro, y la regenera~ió~-.. ~~}~~,.~_it:\b~.iC?~~~s ·somáticc:-~.-será ~ayor (Villegas, 1986). 
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5.1.4 Factores que controlan la embriogénesis. 

5.1.4.1 Medios de cultivo. 

Para el desarrollo.de la ernbriogénesis somática in vitro se han empleadó diversas . . . . ' -

formulacione~;-~~:~;~~ional.es (Arnmirato, 1984), desde medÍO~.~.~~~pl~s .~omo_ .. el 
--, '.'j;:' 

White (1963) hasta aquellos más concentrados como el, Bs;C(;~;~l>org et.,;/.; 1968), 

incluyendo aquellts conocido~ com~ Schenk yHÚdeb,r~~t 'csI-I>~~,12);M~r'1s?lge ·y 

::==:~::::.:sf ~t~Il~l~~1~~¡~~~iR::·• 
combinando elementos esencial_es,: rnaC~o-ni.itrientCs;~n:iic~onutrierites julttci é6n una · 

. -, . :_~ :~:: -_·:: ,. -~ '?~~{.: ~~r;~\\~~t~\\~~~~~~.;::~;~:;r:¿E~Z~l-)::~~~~,~ .: :: :; .. ::~~.:e\_~;;.:~~;_ ·-r-r:·~~. t;;~s-;:·~:~::( . :2--, ··;:_.. : ... 
fuente de. carb~no.que ·comúnmente es~la'·~sácarosa,···(Yeoman ·y_. Mc;LCod,.-1977_-en 

::· ... ·.~.:.:<_.,1:;~'?i-~~Vi~i~:~K;{9~5:~~~;:~~F~i~:_;~·~~~,~~-~~-::;;:x~:\;-;~:~}:t;~}~~- ··~~??~:~ ::~~.i:~E)i~Rt; -. ,.~:!ó · : ··: · ·• . 

Conger, 1989) además:; del~.varios,:,:cons.tituyentes ~orgánicos::~corno:: ~¡;;a~~a-~ y 

•-.u>•do~d•;~il1~$f if l~~~ti~~~;~$5;;·.í;~;······· 
Un factor importante·para·Ja inducción".de'cultivos.embiiogénicos.es la fuente 

. ·; ·.~~: · }>r~:;:1t~~~~~'.~'1·~~l~;t~;V~Wi;~~~tf~Wj~:~~t~.:~~~'.~~·)~:·~::,~~l?~~;~~::~,~~~::):J:~.}~Y.~_?;~\~: ~:.~ ·'.: . ,: 
de nitrógeno, s·u~pléirientaaa~bajO Irt'.;fé)rrria~:de:.·nitratoS;'-Jon"amonio o' de complejos 

orgá nico5:;ii~~~~~1t°:Í~~IB~~~~xt~f~~'~;~t*{~~~~~~~~~~erts, 1982; Stuart y 
Strickland, 1.984f.Stúartét.al.~.1985):'El.:suP,lern<?nt<;>: de_ la fuente de nitrógeno tanto 

-· ,:; ,~:·, :;~.\~·~:,)'.'.::-:{:-:~·~~~,:~~~~7.~~~i~h~if:i~WJ?:~iJ:~.~?j? 1:1..f~tt,'.:t~~J.W?:~:s;:~:::;_;~:.:_:·-·_::::::~,··'.~·.:~~~·:: · · · 
en la forma,_ºde:sál~-i:i-10rgáriica~OXidilda7~é:)_~·én':·SU~forma'.-ionizáda ·y reducida, es 

-:,~ ·:··.·:·. ~:.:·.,~ .. :_:~):;{~·.~~: .. t:~~:~:~J~;·ú~~?!~.;~.0\Iff;~~i-~~~2{?~·;·:~:;~·:.::~::~::·."::·. '~:·.·,::···. :.~.-. .- ··.·· ·'·;.~:: .. · ·. ·,:, _ 
necesaria tanto en el 'nledio:de'inducción.como_ en· el ·medio de regeneración. De ,- . -·-. ·,· . :':.~2~:-. ~:<:.~ .-: ".-.~::,.,.:·::•'~_,,,. '.";;.._-.. ~-- : ,, _ _,,·: _.,., .. ,, .... ,, ....... -¡- ., -, : . • ' 

hecho el proc~sO ,- dC · indÚCCiÓn · ¡"~~Oh.~~r~ Ja· int~racción d~I . ion amonio (forma 

reducida) con Jos reguladores de crecimiento. Ln fuente de nitrógeno total es 
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detern1inante en la ~t:'3-Pª _de d~sarrollo de Jos embriones somáticos. Walker y Sato 

(1981), enuncia que "el _i6ii. a'~9~~<?- s~lf>tem~nt.~<:'.f~·de ma~era ex~gena tiene un 

efecto tanto c~¡;¡ntitati~o cO~o-.CUiiúta-ti~O ~ri ~I patróri·:-de mor·f~génesis· de alfalfa in 
~ · · ; :. -;~;-~:~~:.)r~s);{()~::~ .. ~~~~~:':/~~~~~::~.J:t~f,~Z:~::;·:_·<~:;i·~'.J'.~~~:'.·~:· .(:.-;_~--/-~\'>.'·~. :.:· ·: ... ·: .. , , ~ - ·: : : · . 

t1itro. Asimismo,"· resaltan CJ.úe la.·embrio énesis no se da en ausencia del ion amonio 

º de1 ~~·~~~i)lf;i~~;~~l~~~~:~t~~f,'' ~~:~¡~~~~lf~~-:~:¡d~~~~i~~r:~La·_·, 7-~ri~~~~~~i¡-~·n ·· 

._ .. -.. ;· ... -,.:.-:-~;~·:~:~~;}~~¡;~{~~~;~-'.~k~!~t;:S'.i~~::: '7•,-r,,?·-~·:,· .. ,~-~::~ .. :· ' ' . ¡.' ~· ·~. 
especifica de tino u·otro tipo-de f ogenada varía de acuerdo al genotipo de 

.,, :·- ·. 2·:·.-(:~-~~~~:s~;J:i!~:~j'.!~:;f;_~;tf~~~~)~:;~~;~~f!t~~:~¡.~~~~~J~;0~:~If~{~:~'.>:>:=·~~~; :····?{«:~:-~ ··:·~· ,.. ~--: ; ··:-.. · . .-~-.,:., ~ :~ · ·::- .. · ~ _ ... ..,, ·.-. 
la planta ·sometido:a C_ultivO'·e.lnl;>"riogén~co,'"debido, a las .actividades particulares 'de -

· · · -,. - .~ ~ ::·.- i;-::./:.:{:-~~~:~·:~;.~G~~~::~~~f.::~;~7~~,;;¿r~t{,;t~~~I:f~~r~~i}:::Kt~?s~:i~t:;,~.~-~;;:~:'.~::::,~;-::.·:~:/:~,s~~,í~::;·~·:,~:;r· \-·~:. :~ : :~~ f": :-: .. :. ,>;. - .. 
red uctasas: que :.hacen·· disponible,' el _'nitrógeno ·de. estos :compuestos·· a' las.' plantas,· 

-, >;:_-.·~.-, -~'. ::r,~:;1~~~:?T~/~~-~0x~~~.~~:~~~~:-~:~{~;;t~_;-:·~-~ft;~~-~J.f~~z-~:.:.~,~-~:<' ·:::2<}··~~,~~~<~:'.;::· · , <: ··- .: · ~'~. ".:· -~ · ~ -.·: . ·~ ~-; · .-:.: · ·,:· ;, . 
aunque puedci:~;gene;r~_liZ!:i:i:_~·e::·~quci>?!,-_c9nte~id~: to_t~l -~e_ .. nitrógeno. r.eciu~rido para 

cultivos en;b~i~~~~~&~~f~&~:~~~~:~~~l.~~~J*~¿~¿iÓ~;có~~'e;,~~',i~ .. ;eie~4r~cÍón . 
debe ser de 25.mM'a 100 mM (Halperin;'1965)." 

··':.\}~9t1)~: . --~~~~·<~?~~;:~/~;:(~~:~~.'_,<~:·'.,·; _-::-._: '.' 

Bajo la fo~a~~~~~~~;¡f!~,~~f~t~ic,os también sé ha ~mpl~ado ~º~~~r~tecd;, · 

nitrógeno en los medio.s de.·cultivo: caseína hidrolizada (Ammirato y Ste"W"ard, 1971 
~-- --.F'- ~~~~~-<*;~~r>= .... :--~' -;-... ,.~--... .. ,. , ~ .... -, :',:;-·.,' 

en Arnmiráto; r:1-!i:184);jüna¡me2:cla de alninoácidos. (Kato y ~T~k~i.~~~; 1966 en 

Ammirato, 19~?:;'~~#:i,!c~~r~;fn:'.ror?'~.~d~;.idua1 .. c~;et7~~11f/'~r·~~~~f~7~.·e.n 
Ammirato, 1984/Stt.iart:·y Strickland, 1984ª; Skokut et.nJ.;· 1985); de donde'resalta el 

·':~<~;~f{;'~: .. 0:<~~<~;~:,r;~-::_:, :y·\'.;-:<\,·-'.~,::,;:-'..; -.t": : .. -·.. - ':.- ... '. :· ;.: ',_,~:_>, .'.; <«'.::;:/,~,~'.: (~;~_.' .. ::,:.:·:"":';.~.-~:-: 
papel esencial de_li{Lcglt.ita:mina, I.:-asparagina, L-prolina Y.L-ahmin.a ei;i. calida.d y 

:::::.~j~f i[~~~f f~~~,d~~FJ~~~~~ •.. 
Otros elementos mhi~~ales:iril.P:<?i:~ant.es ~en la ~n"\briogénesis,somática son el 

ion potasio especialmente cuando el suplemei:tto de nitrógeno es inadecuado 
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(Tissernt et.ni., 1967) y el fierro que debe adicionarse en forma quelada como Fe-
- . . ' . 

EDTA, ya que su áuSenci8 impidC. qUe .lo~ enib~iones en estado globu.lar pasen al 

estado de corazón: Es;o ha'.~f~ore~o~t~do porNitSch (1969). Haberle-Bors (1980) y 

HavranekY5:i~+'.;,~~ir~l~~J~~i~~é~fÁ~~jrato (1984) para cultivo de tabaco. 

belladon¡:_t .y zana~~~i:ia·~re~pec~i~a.~ente.: .. ·, :::~;:/}~=~;;R~-~-" ·-· ·.=~'!;-;~ , .-,,~'.,,;_-'..: 

de la auxina sintéH~ci <ácido 2.4~di~i.;~ofe~();c¡acético (2:4-D) promueven la 

embriogénesis durante el estado preglobular en Jos cultivos, en cambio, que el 
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mantenimiento ?~ una .alta concentración de este agente inductor, inhibe el 

desarrollo de lo::;·~m~do~~S ~en.ocasiones provoca que los embriones globulares 

reviertan a fo~ma de_ callo nueyamente. 

'" ·- :' .. ; ·:~/::·:.:~~~-:~''.·i'~C· 
El 2;4~D-~Iia' sidó:iá ··a~~iria· sintética más ampliamente usada , pero también se 

·,. .·. :-.J_·; ;.:"}}~:~~~~~;~\~";~:~~t~\1~'.·?" :':·~:.-'.<; - '' -. . '_' .·. 
han manejadoptréls'a~~inat_como el ácido a-naftalenacético (ANA), el ácido indol 

:::~~~1-~l:~~~:)jf .;:7~::;;~~~·r,~· ;;d:ra: 
(Evans· et.~l./~981)._Birtghamet.ál .. (1980) ob~erv~ron que. er cultiy~s-d.e alfalfa el 

papel de1.;~+~ff~~~l~~~f~:~~ff~~~;ii,:e:.;~~~,~du~;i~~:+·:s:;2+'.~~n~sis, más 

bien permHe~ __ ;_Ia::~;i:.~~-~i-~_n;·:·~~l-~C:Uo_; ;pe~o_· si __ éste no· es :om_~Udo :al ~2,4-_D no se 

observa;~ ~-~~~~~g~~·~~~~:~j~~·;;·~;:·;~~~'(J-.-.d~· conc~ntración. ~e-~ l~~ ,~u.Xinas varía 

-- · .. ;,<?.;~:~---~.'it~t~~-:- :~~"~·-· '. 
enormemente. _K~_';;.Y\f1/".~~yluk·(l981) en los sistemas para alfalfa, establecen que 

la concentra.;ió~~-óptiffi~-·dé,.Ios ~eguladores del crecimiento resultan ser específicos 
_.,_ ~. '-~'.""/,-' .. ·, ", .. 

de acuerdoaf"génotipo.dél,material empleado por lo que debe ser determinado 

empfricame~t~.-~: ::.~·:··' 

En relación,~ las cit<=!cin~nas, Fujimura y Komamine (1980) citados por 

Ammirato (1984), ~~-S~e~~n 9ue estos.compuestos s.on impo~t~~t_es para prc:>.m~ver 

la maduración de lo~ ém~riones y especialmente el desarroÜo de los ~otiÍ~d~nes, 
.,,._,_·.. . ,." . . -· . : ·- ........ -., ,-···,·' 

por lo que puéd:~·~·/'º~~~,i~arse ~--t~·~~~· e~ .,_m~,~¡~' -:·de' iriducc~ón. ~:;~o~~~:--:·~~~-~~· de 

regeneración. En . ocasione~ ~s~i~~;_;, ;~e; ha. i'eportado q~~ . las ~ii;;.oi~i~~s se 

requieren para el desarrollo de los embriones y para su conversión en plantas 
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(Kavatherkar et.ni., 1978 en Arnrnirato, 1984). La citocinina más cn1pleada es la 

cinetina con un rango efectivo de concentración de O.S~1M a 5.0µM (Amrnirato, 

1984). 

- ' - '· > ,-. .-

5.1.4.3 Co~di~ione~ ambientales. 

tempera tura .. ; que, ·.~;f s:~~~iñ ¡todos.: los. sistemas . de regeneración . de . plantas por 

embriogén.;sis ·:·~~~átic'~{':;~~~irato/c19s4) . menciona que la embriogénesis 
; ... - .. 

somática·'.se·:·~;..': ~~~erVado ·:b;..jo una variedad de regímenes Iuzf.osc;,ridad 

(fotoperi~d~) ·a:sf como diferencia en cuanto a la calidad de la luz. En lo refir~nte a 

la temperatura, este mismo autor enuncia que existen pocos trabajos sobre el efecto 

de este factor en los cultivos. 

5.1.4.4 Factores que controlan la regeneración de alfalfa. 

Genotipo. 

. . 
Se ha corroborado ampliamente que la regeneración de alfalfa .-está plén~mente 

influenciada por el genotipo del material con el que se trabaje.:. La·.aI.ÍaÚa .. es una 
_; .. :~- .-. .. : ~; 

planta de polinización abierta, además es. una··.:~Spec_i-e-·.c·~n ;-,v"á~ieda-des muy 
.' . ' '' ' .- ' .... ; -. ,' -~ ~ ·:, . - ' ·.'·· ·' .' 

heterogéneas, por lo qu~ de entrada ~e cu~nta ~~~ ~~~¡ ~a;i~-~iú~~d-:i.~.~~i~nt~ en e1 

gerrnoplasma y c:~t? ·-~~~- cOnsi~.~~ars.~ _p~ra. C-~al~~ier .. ~a~~j'?·-~·qué. :5€.'. realiCe -con 

esta pl"nta (Kao y Michayluk, 1981). 
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Saunders y Bingham (1972,1975), concluyen que la obtención de brotes en los 

cultivos de alfalfa e5:t~ coC.dicionada por la interacción del genotipo y los medios 

de cultivo de h.·ldu!=~i.6:n~y ~~ger:iera-Ci.ó_n. 

La regeneraciÓ~···de alfalfa· ha sido es~di~d~· dú'r~:~t~ ·1¿;~:.,~.·{íti~~S- veirite años V 

aún no .h~· sid~'p6~i~1;e~~+JiJ:,*:r'~!Í,;ti:0'.f ~i~r.f~h;~~~fl~i~~~e~f6~~~~/;'.i~ít:o 
de todas: l~s . v:ar~e:d_ª4:~~~-·--~:~-:. __ ~1¡: ~r~:er;;:~-~-::_~•--.·_::-~.e :;'~~-.i·,i~c-~~~~~~~ ~ ~~-:· in_~-~-d~~-~~a de 

embriones ,so~áttc~~~e_:~·~jt~H~~~.:,S+~r~ff~~~~:~i'~~;:~~~~lfh+--··~. v~riedad 
Moapa -ha pre~e~t~<l:o ,respµ.~st~ ·po~.i_tiy:a ·~ 1 ~a:·.~m~riogé11:esis_ somática,, no_ así a la 

. . -;_. -~-.:- ::, ;)·1 :J:.'..:::;~~-:.~;;;:":.-:·\0~;y-~}::(:~:~·:.~.·~,.: . ..: ~ ·.·:'• : -... -:_, ·,. .' o.:<·.:. -<,'o'-- · -- ·.'." · · · 

regeneración de. plantas (Hernández,·_1993). · 
'.:=·'. ::%-.e>,_:,< ·~.:::,:~:-
•· -·-~ .,. ,_. :·,:·.'.~ .\ 

-_-,;-. -" ·'.¿ ~~:~~:-;~'.~·-· 
,. ' '. -¡·;·:·---. 

Fuent ... c.i:i;,hi~~:'~f ;_'.~;:,,;U.· .. ·.·• 
Walker y Sato (1981)ii'ie~é:;ó'nan 'que los niveles 

• ::: : ,·;. ·.. -~-,.-,._,: .... ,. ':'•' ;. \ ;, ,_ .·- :· •••• ' ·'- •• :~ • • > 

óptimo.s para· la producción de 

~~~:íilllillilll~~ 
información al a·diéic>rtar'.· EtiniriOáCidOs·- al. inedio'_.de'. regeneración como fuente de 

~)A"'' ·o;.-;• ,~·:. ; •-, ',_~·.'-'~' ~~~':;:..;_,':',_:~::.: ·:.~ ., • ' • "' • 

nitrógeno reduCi~c,-·:·~ en··~'C~mbiil~cióii. con:· el 'io~ "am~n:io, observando que la 
.·.··; 

combinación de la- L~~r~ÍÍ~~~ y·-.· NH4.• ·a la L.:.glutamina sola, estimulan 
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fo.vorablemente la e1nbriogénesis en cultivos de In línea RA 3 (Rcgen S) de Medicago 

satit•n. 

5.1~5 secuencia para la obtención de embriogénesis somática y 
regeneraciól_l. de plántulas. 

El primer.~, i.m-plica ·someter al explante a una alta concentración de 2A-D en el 

medio ~~·'.;· _ _cult~vo, eSta .fase se considera como fase de inducción de Ja 

embrio.~~.~f~!~:·'·;~l.-~~~~-~'? .~aso ,es ~J .. d.e~arrollo .Y germinación de los embriones 

somá tic:o~; estC> '¡1U}">uca• J.~nsfedr el dan o for~ado a' partir deiexplante inicial aun 

medio d~•:+}~?'tI2~X~1~¡~,'/~r~i~~;~¡~;rrj1::~~1,,t,~1i~::.,~~~r<;;,~~i~~~~r··· de · 
crecimiento:·t Existen ~v~iaciones ien':reste:• p_rotocplo~:donde. se.-i~cluyen-._has!:a · tres 

.· .'.:. ~:· .: :t<·~,:~i'.i~:~f F~f~-'.;~JKif !I~Y.~ :~?.Jt~\~i'~t1¡¿;~_;'_~~}Jf ~;~if f j!.;f~~,:¿~~~~\~t~~i~:;_~~{;~f~~::f-?if;~?!'/;flf~:¿~~~; '.f \:~:i::S/f. :;·:::r.~ :'.: . .. -_- . 
fases (Atanassov,y, Bro:ovn;· lp84;:,D.~s:.sant,os :et.nl.;;1 ~80; :W.alker•y,.Sa.to; .1981); la de 

-_ -:· -: '.~~-:--~:.;?I\~{~:::~!:~{Y~Y~1~:ii~~~;;:,~--;_''.~~ri~~f:\t;~~-j~T}Tft'·i?~~~.~:;::F~5'::~~~:,;::::-~\·:::.:y· .. ;<~: ;:::-~ -: J-' ~-:. - -.. ,. 
inducción, una· segunda'. en \'donde ::se-'incluye .: al·• ANA~" cinetina·.·'.y /o BAF', "para 

.-: : ·.:: :~-~:::~:,~c~~;,~r:~_r;~F~~~}-~:·~~:~vr~7,~t1\:-':~·-,}t:·f ~:·_~--~::i:.f\~~~·~ --~'.\~~~i·:~:,'.:?;,~~~·I:. --.- ·:, .·~ : .. ~: {-i- .:-. · : "---, 
mejorar la calidad 'de'-Jo~·_embrionés y·:la. última·:·sii-i~hcirmoilas exógenas para Ja 

e,,_ ,·-.:.'..-:•.:-<':'.,;-:-;<" .. ::;:i.;~_,';·,.·,;.\:,:,; .. ::,-._ :_ ·; ·""'··>'J·I_;. ' _ _.-·: :~···-~ ... , -_,:,,~-.· ... ·- ·.,· ·.' . 

maduración y (o ·ge_~rnirla~ión .d~· 1os .~~bri~ne~ s~.~á ~~<;:~s.; 
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60BJETIVOS 

6.1 Objetivo General 

Establecer y caracterizar cultivos de callos embriogénicos de alfalfa (Medicngo satitm 

L.) corno modelos biológicos~ de transformación biológica. 

6.2 Objetivos especificos 

Estáblec.;;;;~¡~ivos asépticos de semillas de alfalfa. 

Det~~~~'.~.~··:~'i ,·:ri;~~·¡~ de. cultivo en base a las sales . inor8ánicas (nitratos . .;~ '.,···-

::'.0]~~~~i~~;z~:":~:Si~~~~~],~'"'"'= dd 

Seleccio~;g,;::"lt . . ,:1~¿~~~&:f~~ft~~\tt~~~i~~J~~~~i?1~~~~:~.S;, hojas 
verdaderas. y~ tállo) ·para. a .ob!enció_n.;de: culti"os'de'callos.'embriogénicos. 

;;;_:~:.;/¡:~-;:~~~:\~~~!~~i~~!~~;~~!~~~~Ef~~~f~~:~E~~:~:.~,(~J~[~f ~\i~:f~BJJ!~~-:~,~~7~;}~·~;~_~:~~~~ .. :,_·~.,~·: , _:· .... 
Regeneración ,de plantas' a·. partir:. de ··los~ cultivos 'de'.callos embriogénicos' de 

alfalfa' eri~~~~J1~~·~~rti·rr¡~::irA::i~~~iá~~f~*~:~~~t~f!~1~;~~i~It~~:f~.;_>~~:; ~.e '. ~- • 

' -,<- '";';.~ ~·;;~~:::;;:-~~~i:~- ,,-~!~".:<_ ... :,~~J.-.. "'~:· . ·-~.,,; -...< .· 7.:;'~· -··~-::0: ":'<i>-~¿ ~>~ ~',_ -' 
Realizar :;~Zicas~~e'~rec;~i~~to de c_ultivos, de cállos émbi-iogénicos en base 

a curvas de p~SO. j~~icj;. 
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7 HIPÓTESIS. 

Si la respuesta . d.~l, proceso· de, e~briogénesis somática . es dependiente de la 

presencia de .a~X¡~~s·:::~6~'? i:egul.a~ci.~~~ . d~. ~~~¡·~ie~rl~~ ·y·. d-e{ tip<?:--~~~ e~plant~ 
utilizado e~to_n~~~, -~-~ f~~~~~~¿~:::d'~-~~~i16···~Ztiri6génico s~-·~er~ f~~ci~eci~a·en estas 

'-~-:~,·-~--; ::.._,:., -.. ,'., - -::--, ' ·, .' ·- ',_. __ .. ::,-- ., :· .-.-_.-~-., ... -·:· -

condicionés; · ~Si~-~~~~~;f ·~-J~~'.-;~~\~-~4~~~;_:dife*~~nteS .. _~esp~t'.i~sta~ __ -_~til_~zaridc? _ dis·ti~tos 
,:_,:-",:,"::; 
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8 MATERIALES Y MÉTODOS. 

8.1. Aspectos generales. 

8.1..1. Selección del material biológico. 

Los cultivos de callos embriogénicos se establecieron a partir de explantes 

obtenidos de plántulas de 15 dlas de germinadas bajo condiciones in vitro de alfalfa 

(Medicago saliva L.) de las variedades Aragón y Moapa. 

8.1..2 Preparación de medios de cultivo. 

Los medios de cultivo se prepararon a partir de sol~ciciile~ ·~-º~~entradas lOOX (ver 

Anexo 1) y se probaron tres diferentes en base a la~ sG~,~~ i~or~ánic~~: SH (Schenk y 

Hildenbrant 1972), Myt (MS modificado) y MJ,(SH modificado)'.(ver,Tábia 8-1), 
'.: j-. --~~?._;:.:·:' ),; ·'<-:>_-,-}" ·: ·:~: 

todos Jos medios fueron supleme_ntado~--~-~~,-~o _g.:~~~ -~~e::ga~~,~~~a-_·c~~<:>-:/U~~te de 

::::·~:·;:,~:w;:::,~,:~~~~lf ~~!!-~~'~::. 
se adicionaron dos citocininas: BAP.:--,para;:eI; medio ~MyT.:yrcinetina:~·para~los ,otro~ 

_ , , :~ ~: :·. ~;~-:- ~-·~: _·::.:: ~~~,;·)i~~:0;~:;{~\i'~:.~~~~r? ;fr(:,~z~~:~~~;~~~~-~" 1~r: 2.~: 5t~~~~~:t;;~ -: ~ .. ~ ~~--::~>: t-~;~.:,,. --~ : _: 
medios, asimismo L-prolina según' el medio':i.xtili:iado,(ver,/Tabla 8~1):,,Con•lo que 

- . _ ;-· . ~ '.;·::-·'.".-f. :~· r··:.~~:1-:;\y.w;~ -~~g'.ii ~;~~~l,~~~:~~:{;~rJ~~~y(;~ ~;~~~'.~~-~~~~~!~-h:f~'. \:,_~~;;_;;,r~2~-fI1Jt!$~?~~i~~~~,-~/;~~t > :·-· ;: · ·. 
respecta a los ~ompuestos;·orgánicOs·:se\utiliza"ron . ...._vitami~aS· SH,·y~ una"':-mezcla de 

; .. · .-~ :~?: ~:-:_:E~;.::\·rL<~~ t··:.:.:J·i)'.~~:~~~=¿k~f;y~~~~-~3{~:~~:~:,~S~:~~(~~,:;j:~:_: t~t:~:··YSJt.~_i._::tt:~ :::~t~i~\:~:: . ~= .. ~~ .. : -:. 
aminoácidos y ·vitaminas'::denorriinados< cócktailf20) (verljAnexoctJ.):;;<EI':'pH, foe 

.- _;· -~'.;., (:/~.-: :;:;·.~~,_;.~~;~.:-~f{,\~::;,~~~t~<f:r~~f;f~~·r;t:.St:~3i'.J~~·:ftt~~:~,t~t.?-~:;:-;.i;$¡;J_;~?s~u*:i~'.~~~-:~~~:-J·~~~~;e~:<~;t\t-{/ ~-. __ ,:· · 

:::::::~i~i~Ct1~1~~1~~~: 
recipiente. FinalmCnte.· "tos"" ~e<:f:iO~(se :~:sterüiZ_aro~· en·:autOctaVe ,~~r·tic;~¡ ·a una 

presión de 1.3 kg.cm·2 o 18 lb.pulg-2 durante 18 minutos. 
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Tabla 8-1 Composición de Jos medios de cultivo utilizados en la inducción de 
cultivos de callos embriogénicos en dos variedades de alfalfa. 

SH MI MvT 
Sales inorgánicas SHt Sales inorgánicas SHt Sales inorgánicas MSt 

Vitaminas SHt Vitaminas SHt Cocktail 201 
Cinetina 0.2 mv;.L-1 Cinetina 0.2 mg.L-1 BAP 0.3 m12:.L-I 
2,4-D 11.2 m<?:.L-1 2,4-D 1.0 m12:.L-1 MCPP 3.0 m<?:.L·1 

L-prolina 288 m<?:.L-1 Adenina 10 mg.L-1 
1Antioxidantc 15 mg.L-t 

(1) ver Anexo 1 

8.1.3 Condiciones de incubación. 

Los cultivos se incubaron en un. cuarto de ambiente controlado con un fotoperiodo 

de 16 horas luz/8 h de· oscu:.icÍad, una temperatura de 25±2ºC y una intensidad 
- , 

luminosa de 24 w.rri-2 pc>r;is dfas .. 
':,.:.:-J,> ; .. '·:{·~~:·_ti-:i_-:/'·.;,·:. 

: " .. ---- .. , 1.,:~--:~- ~:::· ~-1¿,~--;·f..~~:A~ -. 
8.2 Obtención de explantes •. 

s.2.1 M~~J¿~;~~f·~~l~~~ii;;a~ión. 
Las semillas der{{~¡~~·~;:~~bl~ v:ried~des se esterilizaron probando 2 métodos 

Métbdo1. 
. . 

1. Se sumergie;o,:;. )apr~~~Ta~arn<mte 100 ~emillas de cada variedad (por 

separado) en etari';,1 ~¡ 7~% (v/;,) durante un minuto. 

2. Se enjuagaron ~-es ~eces con a~á desionizada estéril, durante un minuto por 

cada enjuague. 
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3. En seguida f'."e colocaron las semillas en una solución de hipoclorito de sodio 
. . . 

comercial al 30%(v/v) (Cloralex'"' con 6% de ingrediente activo) durante 7-8 . . . ' 

minu~os ~on aii~~C:i.~n ~~~sta:nte. 

4. Finalmcnl:C~ ~~·::~~:~~-Í~~-;~;t=" cuatro enjuagues de 2 minutos cada uno con agua 

dcsioni~;;¡d~·:~;té~il·~_. 

Método2 

l. Se sumergieron aproximadamente 100 semillas de cada variedad (por 

separado) en~t~;~I aÍ 70% (v/") duri;tnt~ un minu~o. 

4. Finalmente- ~~·.re~.ii~~~?~ ~t"'i~i:~. ~~/~a~es .de 2 minutos ~ada uno con agua 

desionizada· estériL 
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8.2.2 Establecimiento de cultivos asépticos con semillas de alfalfa. 

Una vez csteriJizadas Ja~ .s~m.iJias de ~mbas variedades de alfalfa, se sembraron en 

frascos de alimento infantil C:º!'.~CJ ~L d.e medio MS (Murashige y Skoog 1962) (ver 

Anexo 1) a raz~n de'3\ói':~:;:i·i1'~~:,::~;~~'.-:°fra~~o y se mantuvierOn bajo condiciones de 

incubación con' un/~1,t~~:E~~~/~"fo;,;·6-,.~~;~as••.t?/8 ·h de oscuridad, una 

temperatura de 25±2ºC,y una ·.intensidad luminosa de 24 W.m-2. 

' ~/[,,;\ti:.;(~~{-~i:~:1;~;~i:~z:'; .. · ::y;).·.·t,.~ ' ' . 
8.3 Establecimiento de .. callos· embriogérucos de alfalfa. 

· · -: ·~ '~>.:.),::\~i~,?~:x?rJ~'.\~· :~.:;u~;-:;};1?~i'./;.;.:tA.~: •. ::~~~_;·;:~·k.,-,.::~\'-::-~:'fy;-:·· :·,- · _ 
8.3.1 Inducción de,callo.embriogénico.;.;s'·,~:!. 

:::~:::d=~=~::':::~;~?~~~JJl~;~¡~-::~ .~:'.~:::.: 
peciolos y talloS. Para las hojas Y~!~ác:Ieré'.'S~s~·.r~al~.ti~-·~~.rte en !~.parte ~up~rior e 

- - ---·"· .· --- . -" -- _--~_'. ___ .~,;~¿~,:~'.'.'~~~~~::-~:1:-',·~-.-,." .. :.'_~·_: __ <- -,-- .-.~-,~~~0-,.,.:.~· .. ~:1'·"·.-:-:c:.~' 
inferior, mientras -que para, el ·tallo· y.: peciolo. se cortan~ fragm~ntos º.de.~ 0.5: cm ·.de 

--·'::/'.' ~-.-,_,, \~>·.:·-.. ;-. . ;'·. '.'.~f--~r.~.~.~i:.'·i-~·. 

longitud aproximadamen.te~ , Pé:>~-~~l-iOt-ffieil:té,:'. 10_5,. e~plantes ·" fú'E!ió~ ',.coIOcit.éiOS .:. , en 

contacto con el medio. de· indu~C:ió;'.;~'~¡,/i_m p~ri~do de 21 días e~}.~~<~~~di~~~~~s 
antes mencionadas. Én-·Cad-~(·fraS~~·'.'~·~n··Ínedio se c~locari- entre:ió':y~:l.S·~e;c·i;J~~tes 

- . ., .. ,_. -.-· :, . · .. '·.· ·;:-... ··· , ... , 

aproximadamente., L~s ;s~b~~l t·i~~S /de los callos formados se rea_~¡~~.-.~~d.~. ~~· ·~f~S 

y/o de acuerdo a: la prod':'cción 'de éste, quitando las. partes 'CJ.u;.· ·presenten 

oxidación y el tejido madre. 
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8.3.2 Proliferación de callo embriogénico. 

En esta etapa los reguladores de crecimiento se mantuvieron en la misma 

concentración que en la etapa de inducción. al igual que los demá5: componentes 

del medio de cultivo y condiciones de incubación. 

8.3.3 Mantenimiento y regeneración. 

Los cultivos de callos se mantuvieron reduciendo de m~~~r-~ ~ª~.ii~~}~.cantidad 
::, 

de reguladores de crecimiento. La reducción fue hecha eri primer lugar al 50% de 

su conce~traci'5n original en el medio d~ prol_ije~~ci~;,;c;;~i~:~io;Ineilte se 

eliminare~ y s~ subé:uJtivaron Jos callos a ';'e~io ~'.;.¡c~~Í)~~(J/:''" '' · '···, .. 
. ·-~.: . -~¡,- ~~t;> -::~~'.:'.~:·.:~:-·-«·<;.,:::, .~/r~ 

Las plantas que s~)oirar!-J¡.:¡.-~e~~it~rar,-fi1~ro~:tr¿1nsp1antad·as a una mezcla de 

tierra-hojarasci~{~~~íj~~~~~~;~~~~~~~~~~§~~,'.t:~'\aniaño aproximado de 10 cm 

de longitud. Se m~!"~-~~.;~ori en.·condi~~.o.~~s .c:l~-.invel"l1:adero. 

::3··.-.;~:. '/''.?~~:· 
~~i1~~-~-~briogénicos obtenidos del medio 

.y medio para la regeneración de 

plántulas se reaÍi~6:1á1Ciriética-d~;~~~i~~~~~nto de_los callos embriogénicos a través 

~ ~ f :.-,:;w~.~~5.'.lf~~~f~1~~ti~f;··~~~~:~~\:~:=~t~~~~º-< .... -. '· 
de curvas de peso fresco; Se. inoculó ·con_ 1.;o g de callo proveniente del rned io SH en 

frasco de 50 mr. ~~?;:s~~~~~r~i'i~~~~g~~. "'edio de inducción. Se realizaron s 

repeticiones por --~p!~~t~-:~p~·;~· :~~·d~:·~~~iéd.ad, ·de las -cuales se tomó el pe~o fresco 
. ' - ., . . . . . . :~: . ' 

de cada gramo de -~~Ú~ ~~s: ·:.,_;~~~s -~or semana durante 24 días (registrando los 
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incrementos en peso) para determinar todas las fases de crecimiento para el callo 

forn1ndo. 

Curva de crecimiento de 
callo embriogénico 

Est~~lec.im~~n~~. ~e cu! ti vos asépticos a 
. pai:tir c;té semilhts 'de alfalfa. 

Subcultivos cada 

Proliferación de callo 
embriogénico. 

dos semanas. 

---------~Subcultivos cada 

Mantenimiento de callo 
embriogénico y regeneración 

de plántulas. 

dos semanas. 

Figura 8.l.. Ruta crítica para la obtención de plantas a partir de la embriogénesis 
somática. 
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9 RESULTADOS Y ANÁLISIS. 

9.1 Método de esterilización. 

Para el establecimiento de cultivos asépticos de alfalfa, se necesitó partir de 

semillas de ambas variedades comerciales (Aragón y Moapa), para lo cual, se 

probaron dos métodos de esterilización superficial de la semilla, con los que se 

obtuvieron los resultados presentados en Ja Tabla 9-1. 

Tabla 9-1 Métodos de esterilización de semilla. 
METODODE VARIEDAD SEMILLAS SEMILLAS 

ESTERILIZACIÓN SEMBRADAS CONTAMINADAS 1°/o) 
EtOH 70%(v/v),lmin. Aragón 300 60 

NaCI02 30%(v/v), 
Moapa 300 70 Smin. 

EtOH 70%,lmin. Aragón 300 o 
NaCI02 30% (v /v), 

8min. 
T\t\reen, 1 gota Moapa 300 o 

Microdln®,5gotas 

Como se muestra en la Tabla 9-1 utilizando el primer método de esterilización se 

logró una asepsia del 40% para la variedad Aragón y un 30% para la variedad 

Moapa, por lo que se decidió probar un segundo método de esterilización ya que el 

anterior mostró muy baja eficiencia, así se logró una asepsia total de las semillas 

ya que no hubo presencia de contaminación (ver Figura 9-1). 

TESIS CON 1 
FAILA DE OFlGD J 

41 



.~igura 9-1 Establecimiento de cultivos asépticos con semilla~ de ambas variedades de 
alfalfa. 

Los resultados obtenidos se derivan de que factores físicos y químicos corno 

agitación, adición de desinfectantes y de tensoactivos, tienen efectos sobre Ja 

viabiJidad de los microorganismos, además de los tensoactivos como el T"1"een 20 

(Mejía, et ni. 1998). 

En primer Jugar se pusieron en contacto las semillas con etanol que dado sus 

propiedades que Jo caracterizan como antiséptico, inhibe Ja actividad de la 

mayoría de los microorganismos, pero no Ja totalidad, sin dañar los tejidos 

vegetales (Mejía, et. ni. 1998) dado que actúan lesionando la membrana celular de 

los microorganismos desorganizando la estructura fosfolipídica y 

desnaturalizando proteínas celulares. Posteriormente las semiJlas fueron colocadas 

en una solución que contenía NaCI02 el cual, es un desinfectante que actúa sobre 

proteínas y ácidos nucleicos de Jos microorganismos, oxidando grupos sulfidrilo, 
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ade1nás de atacar.grupos a_minos, indol~s y al hidroxifenol. de la tirosina, es activo 

sobre todas la~ bacteriaS, inclUyendo ·sus e~f,ora~~ y· además es efectivo en un 

amplio rango de t~rnperat~r~~~\·i.' h·ctiVi~~d ·¡i~:·~~~~j~~da.'cf~j · h.iP«?cloritO de sodio. se 
._•:;,_·-··';;c.':'·'- .. \'~~·"··::-:-·· - ··:_.;_:~.·!;· .• :-··-· ..... ·.·., ... ·.··.·-~~.~. 

d~b~ al· ácido~fle~!r;~r·~~,~~~~~;~,!G5~i;~i~:i~~~~~~,~~~!:~,<l6··~1 ·h;poclorito es 
diluido ·en .agua.··::·La ":·.a!=tividad~:germicida,del~1on?hipocloroso es muy reducida 

:·· ·· _,:·:,·.:: ·: / ·;{~~0jf~-~~ :~:~:º{.:~f~;.::~;~Ii]Stf}~0~'.·;Jk.~f~;~~iiJ:)5~i~~~)~~)tJ~f;'.]~{z~~;~/2.i·,:~~(~._t :);{ .. :·:;~:::: . 
debido ·a qúe ·par:su·.·carga··no;·puede perietrái-;fácilnierite''én'la célula a través de la 

membrana ci;~~1f ~~~~~~~~~~~~1;;~~;~¡~~·~~~~ft~o~6·~s neutro y penetra 

fácilmenb.~::.~ '."- en '·;'Y la - célula,~~.:: mi~ntras .,.3que, r::'..~l _:.~·<Ch:. ; ingresa como gas · : ' ~.' -; < ~ ~ ;'.:;.- ~ .~··4~~~·~;.'~'~'~::/5{¡0~~.:-~'.!~-~i~~~1;1t)2\?:~:\~{\r~;/ ~'.i~Í_,~;; ·.~¡," :·; , 
(www.microbiologia:com~ar/ bacteriología/ esterilizacion). 

:.::::~:;illf t~liif j¡~~~~~:::;z: 
de que actúa de fórma ·simultánea con.un stirfaé:tanté (Tween 20) :que disrninuyé la 

" <?::s~~~!~~~~~'.~:~r~SW~If~W;~t,;:·:,~{~~_.~,'~~~~,'f::«(~.~~+::/:~~;~:.~~·' :· .. '.?::>·:. ::/:''} ' :·/. ·<.<~·::··..:.-: .. <::·\ .. y;,.-·-:·:··'.·-·::'..:... -. ~ ... -: ~ 
tensión superficiaLY.,.Pe!mite)a;difusión hacia·el_ inteiior dé la célula.manteniendo· 

una mayor área ;~~:~~*~~,~~~~J~~~~t~l~~~~'J;·¿~]~;,;jci~rÍ'~ ~~t~~~~i~~:;;_ e:~~ 
esto se logró la~:r~~i~;~~~~¡~·;:i~~:;,~iÍ;ás;~~~~¡ti~;,d~nos est~~l~~er ~o~ c'ultivos 

. ,~ '..':...:·~ ·:. " ,1-, 

de cnllos embriogénfc:osde '!!faifa. ' 

(http:/ /www.c~lp~s.n>x/a~O<:ien/BÍrnestral/2001/may-jun/art-1.pdf). 
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9.2 Establecimiento y caracterización de Ja cinética de crecimiento de los 
cultivos de callos embriogénicos de alfalfa. 

9.2.1 Inducción de callo embriogénico. 

Con la finalidad de encontrar un medio que favoreciera la formación de embriones 

somáticos y proporcionara una buena proliferación celular se probaron tres 

composiciones de los medios de cultivo, éstos consistieron de.las sales inorgánicas 

del SH y MS con 30 g.L-1 de sacarosa como fuente de.é;..ri>C:.no, además de la 

adenina y L-pr~Ii~~--~~'(:·.~~~~~rGJ:, •. ~e·:ql~~;~~~~;}!f ;\.ii,~~l'i~t~~,~i,;fc~~inas 
como BAP y las auxinas 2,4-Dy•MCPP.'·De.los·componentesorgánicos·también se·. 

: . . ._ : ~- ~:;·:~;~- ~- t~,} :N,.:x~~~É~~i~~~~1~f!.~1~·f ~~~i¿ ::r~~~~~7\ ·r~1~~~~~:~t~+;:~?rK;):¿~:-:~ .. ;~~J?.:1~:r:~~\~~:~~1'f:'~i~{~~:: >· ~?·~ :~:-., ·'.": 
probaron las vitaminas.del·.medio SHyRz;·así como:una·mezcla'de aminoácidos y 

vitaminas den~~~;~~t:~~~.~~~~~~f~~i.~~~~~~~1~~~;f~f'.{~f ~·~~~~iÜI~;s.-:q~~· se 

probaron para : l.;,·. inducción,~ (peciolo,"-' hoja•: cotiledonaria;:y;. tallo) , .dieron 'una 

respuesta positiv~ .~ _la-ff~~~i-~~4i~f ;!F :~:~~::\:~ :'.é·:~ _·-' , :<:::~,, ;:;.~ ~ -
·.- ,- ';.·.·.':· ~·c·:·\.,::·Y·, ... :j :-.:.y.-. <: -,-- <~.,,~. ; .. ·:-~' ,-· _,,. - -f- .• ·-· 

··~·- ·, 

0"""':
0

:~º::.;~~·¡~2~·~i;%~t~l~,~-~~º;'~~~1,;~;d,: 
probados para la lnducción'{SH/ MJ y'Myt). Estos callos'tU.vieron Üná;C:onsistencia 

:-,·.~:·(·',··(~i;>.:,;:~.C~<:'.t ·-.-.""· :·_:·:;:: . -·:··>, ··.:-::-.·-"-:.:.: .. ': .. :;:':'~::- ·r;,. ·¿ .. ;.-;; 

fria ble, textura gra·Í:iÚl¿';."r;:J._ d~:'·_CoIOr · .bi~riqu~~n~-~ a -· amai-~1ei1.tf?:~ Y}; pr~rlcip~meÍi.te 

::~~~~::±~1i~i~~f f ;;~s~f iilf ~~§=· 
-·~··~·'~(~"·J.:':-~-·-.:'",\ <-:·J;..-" · --· ·t;:' :·'~',:,/- -.·;S»' :"-:\ ;-·-;.-::;1<·~~: .. ·;;>·~·;.:;::::-<~,-:·t-5,.:.:Y:;:.c:~~.,.-~ 

presentan zonaS ·:-~~~i:~ten:iáti~'ás.·· ~Las·· zCi~·~s ~-·rne~rs·t~ntiitfC;;~~··_::-. 't¡'~~~n <~na-- alta 

capacidad de división celular ya que en ellas Se biosintetizan y/o liberan factores 
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de crecin1iento naturaJes (Georgc and Sherrington1 1984). Asi.mismo1 la presencia 

de auxinas fuertes como el 214-D ó MCPP en combinación con las citocininas, 

estimula la producción de calJo y división constante de las células. 

Figura 9-2. Inducción de callo embriogénico a partir de explantes asépticos 

El MCPP es una auxina sintética1 que tiene como función la modulación 

morfogcnética cuando se presenta en altas concentraciones. Su función es actuar 

sobre las peroxidasas que se encuentran presentes en las paredes celulares 

llevándose así la formación de proembriones (George and Sherrington, 1984). 

El 2,4-D estimula la división celular, sintcsis de proteínas y ARNm en las 

células del tejido en crecimiento1 además de que favorece la síntesis de algunos 

polipéptidos mientras que reprime la de ob"os. Produce cambios en Jos productos 

de traducción que ocurren rápidamente después de su aplicación. Asf, el aumento 
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de n1-ARN puede ser debido a una mayor tasa de estimuJación como consecuencia 

de la aplicación de dicha auxina sugiriéndose así que Ja transcripción es un 

mecanismo de acción primario de esta auxina (Hartmann, et.al. 1997). 

- ~ ;;.::-

Figura 9-3 Inducción de callo embriogénico a partir de tallo y peciolo para 
amabas variedades. 

9.2.2 Proliferación de los cultivos de callos embriogénicos. 

t:::::;J 
t:'-'-~ 

e:> 
~ 
e;:> 
te:l = 

EJ callo producido en la etapa de inducción se subcultivó para Jlevar a cabo su 

proliferación. Los callos formados en la primera etapa se subcultivaron a los tres 

medios utilizados anteriormente respetando los .mismos niveles en cuanto a sales 

inorgánicas y reguladores de crecimiento además de quitar partes que presentaron 

oxidación y tejido madre(ver Figura 9-4). En esta etapa se encontró que el mejor 

medio para Ja proliferación de callo es el medio Myt para ambas variedades siendo 

el peciolo el que proporciona mayor rendimiento para la variedad Aragón y 
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peciolo tallo para la variedad Moapa, seguido por el medio MJ con un mayor 

rendimiento para tallo_y peciolo en la variedad Aragón y de hoja cotiledonaria, 

peciolo y tallo resi'#tiva~ent~ par.a Ía yariedad Moapa. Por último el medio SH es 
-.;:., '-·;. 

en el qué ~-,;nO~.·~C~éÚDli~ñt~'~~ ·~~~~~º·en cuanto a proliferación de callo se refiere 

como se .riuestrá ?~1~'.~~~*;~2~~~~•y,9c6; 
:·~~·<'\J:' ; . ... ,_.:,;.~;:;"<'·'::e·,.:~::: 

forma de·. iones de am~:mio y junto con los amino<icidos aftadidos (L-prolina) 

cstinl.ulan la proliferación de callo y formación de embriones somáticos, tal como 

lo describen Walker y Sato (1981). 

--
~ ~ - -

-'~ '~ • ~!;f. •• :~ . 

. ~: ... -
... _\ -~~.... - -... 

Figura 9-4 Prolüeración de callo embriogénico después de tres subcultivos en un 
periodo aproximado de 45 dias. 
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- Hoja cotiledonaria 
-Tallo 
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Medios de cultivos 

12.3 

MyT 

Figura 9-S Prolif"er;oción de c;ollo embriogénko p;or;o l;o v;oried;od Ar;ogón en los 
tres medios de cultivo uliliz;odos. 

MJ SH 
Medio de cultivo 

Myt 

Figur;o 9-6 Prolifer;oción de c;oJlo embriogénico p;or;o I• v;oried;od Mo;op;o en los 
tres medios de cultivo utillZildos. 
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El medio Myt resultó ser.el más_ efectivo p~ra la inducción y prolifer~ción de 

callo embriogéTtico debid~ :a ·que co~tiene la auxina MCPP. la cual, en altas 
. . . 

concentraciones· fav~~·~f~- 1~.,~~l-ma'ció_~- ~~ pr.oernbi-iones debido ª .. ~1úe actúa· sobre 

las peróxidasas. el~· j~. pared celii.la; ·¿c;;,,é>rgé arid She~ringté>f1; 19s4j; De igual· forma 
. ;\ :_· .. :· .:·c·::·~:;·J:~·<:~~;'.~~·::~:i~ .. :;~~·~t\~; .. :y;_>:~\;-~-~'.-'. ;\'_~::·;, :~ ::.,.:· :.;:. ;: -- - ~ ,:.-~. - :; '.\>.:.:·.:~:<~\ H:.~~!~'..::;·:~-~;:~~:~_,;;~~>~s· ... : .,_ -

en el me~~': .~.~:.-~-~l.~i;o· ~J ~s~_/>Etu_~:~:- ·.~~~n .r.~~~_i,m.i~nt_o .. ~~-:;caU~; ~rn.b~i~.~é,~iC::~'. e·~to ;· 

debido·a.·0f~~~·~~~~i,2~~.~]f~~~~!.tª)~i~'.t~.2t;~· .. {~~.~~~:{m~·;B~~~~~~~~~~.r.~1·· 
MCPP sobre. las.' peroxidasas. de: la: pared· celular/ El .m.enor· rendimiento se.~obtuvo 

'\ ~~~'..}.;:: -; .; ~~~~~:~~ Jf 1~~;;~~.~~g:;~· 1·L~·:;~ ~j~f .'I:ti r~. {~r~::-;:;:_~\~; .. ~.~ '.; ~;.~~: ;_;¡;;\:.~: :·:~'..' ~::'. ;:· ~~/:·:. ~~·: ;: ~:~'.~;~f:,~,./)}.r.-'.<~f ·'.; )1~'.;~ ~: ·:~;:f t. >:r·: · · 
en el medio SH·y~ 'que ti.cite .una gran.cantidad.de 2.4:D .• (11;2,ing .•,! L·') y, provoca·· 

:::·:.:~~!l~~~~lif~~~l~~if~~~trf~~~~{~~:: 
provoca que -los'·: embriones'.. globulares; reviertan: a.' forma- ~~-/~~·11~ ';:·~U'eVamente 
(Bingham et.~1}i;~igj'f'.?!~·~:{01f'."1f~~~x;;:~~'.,:r·\ .n:··~· ~. <e .,·,:·• ·'",\··,;>~•);:. ·.· .. 

. ;_-,¿:'. ~~~'.[ /~~;¡~11s,~:-~[;:,,:, .·:--.··:, ... ., -·:-:;::« .. -. ~"::{- _ .. ~ .-.:-.::~<~"··t.~_f'- ·"·' .· -·~ 

p.d.: ::~:~f!~l~~~~~~t~t~~j~I~~ 
mayor potencialidad embriogénica; además de que la ·morfología •.de este explante 

. ~:.~:- .. ;::T;0_;-~~/.~i.~;~\,1:f1f~;·{;7~·;·~.:·::·:::.:;,.-.:_'..<,,.: ·_ ··. . ." .. ; , -.. : . ·;·.~·-.·.·=:.: 1::{i,:~\'.·'.~:~~~·~:i~~~1:1~;<;:. :.;'.~)>i~::-,, -~· _·,. · .. : 
lo destina a ser un ~rgano':q~~.tiene·~omo funció!l el alarga~iento,_:-crecimiento de 

. :~. ·<·:,;:· .. <}':::.;:·· .. : ~.<·:,:;·-~- : .. :.. -. . . . :_. ·::·_ -·,.)·~',:~s!~'.~:;·~·-.:<·-,.··: .. -.. · .. -~ 
la planta y sostén,. ele. las. hojas.· Asf pues •. observando las ·Figuras:. 9c5 Y. 9~6. no se 

.. ,_.:.<, \··.' -:·:~_,,:, .. i.;:·....... . : - . · .... ~:>· ".'<)·/:.:_~·-~ r.~,-_.'<) .. :._ .. ~ ... '.:·:~;" " .. ~. . . 
puede aseverar ~~~~·~i~t~. diferencia· en esta etapa· en ·.~ic~,':'.: ~~i:'.~-~~~~- d~ las dos 

variedades. 

Para Jos cultivos de callos embriogénicos pro"."eniente del explante tallo, 

presenta el segundo mejor rendimiento después del explante peciolo. El tallo 
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realiza principaln:iente dos fun~iones en Ja planta, la de soporte y .crecimiento. y al 

igual que el peciolo contiene células meristemáticas tanto en la zo~a-apical cómo 

en Ja radicular qUe da origen~ la raíz .. -A~é~á~· ~~~q~-~ co'n·t¡e~~ ·g¡.~~h CantÍ.dad de 

nodos donde la- diViSió~ celular eS ril~;·:_,~.'l~~~~~~:.;:; ~~ .. -, :: -~--;._,!.: ,~-.~. ~r. ~,;; ~ .; ~~~.;: , ~-:/ ·- :_. 
1
.-.. .. ·, 

. . . . . . ' ¡, ..... , ·:·:~:· : _:_ <~;·,~··: :·:: .. ~: .. . : /.~.:~;?;:,;_~:?,·· ,· ~;-._ ~. <·: ' 

.•... · .. /.•• :.::> :~:f:,;;;;sAl;1:A::;;·::fün.,::;'j;,~;;~1····LJ >·. 
La hoja cOtiledonaria rio esta oriei:ita:do· ha"Ciit el CrecimieI-tto''Cle Ja pla:itta sino a 

.. · -: ·.. . . · :-.: · '._ :· ·. :<:·::: .... :. \) ~:'.'. ; :·~·,·::·. :;;;,1:::I-~:!:~!I~t~: i,,,t~~fa(:(~\;;:,~~:f :~~t~-~;1:;1~1;~{;.~_ti~~sg.::~r::--'·.f~~;'.-.... ~\ ,·.~·: ... -/~' 
la reserva de nutrientes 'y'~ reSpiracióri;:preSeritá-.'eScasaS:zOna·s:meiisterriáticéis, -:es 

, · . · . . · . ?~_.'. ... (J·';~-1-.:_~-~~-)~;;.·~.:~~:~:~:~~~;3f 5{¿:,;:~~;~~\1_1~~\~K:{;tY~~{;~~ff~·€ ;:~~¡:~~{}~)·.w:::~f~'.fi:~~~s;_~-,~~:~·~::<::::.:.-:_<: 
por esto_ que Ja': diviSión_ Cel1:1lar~.Cs)1:1enor.;a,poriiparáCió_n ~d_e 1.<?s··exphlntes,.tallo y 

: -., ~:;·, .-, · .:~:.;; ~--:::-..< (·,~-?~;,~;*~;;~ ~~:~;};:~/Ji-::::~~~~~~;;~~;:f;1~~,~'./:::~~~~~~\~~F:.;l{(~~{t~:~~;;~\~~\'.:::~~s:.c~~~:~.~-~~:~';.';.::'. r: .:::.; ,·-·:< --~ .. : ;. 
peciolo .. Ló anterfor:· da C:oino.:,resultadó: qúe; Ja·; respuesta, a: la ',formación: de callo 

· )>-; 1~:·, --~/.::~:-~-::-.:,~0:~;::1·:~.~·{?~r0~~:Y~i~~~~::~{::'.~~0~:~i!~(J~;rk::~~r~~f ~:1:~.~:~/.~;~f~ ?~fi~~~- . '.<:·, }~ · :f'~~· ·; : 
embriogénico fuera menor que los'dos-explantes anteriores:-~;;~.1,-;..;:_\:;~ ."'-~:~-::,,~· 

? ;F~~~~:~~,*~ }i~-f :;f,¡.~J,~i'~~11~~;f ;¡r~~~;~2:'if1';2¡;i~F;'t{t1: '· :·~\ : ~ ·• · • , :~ 
En general :entre eléxplante peciolo y el , tallo no. hay diferencia significativa, 

ya que en amfÍJ~=~-i~~~;~~'ii:-'{s'~·-~bs~~~~:una' respuesta favorable a la inducción y 

proliferación de J~i~~1::~~tiogénicos, no as! a la hoja cotiledonaria. 

9.2.3 Ma'rit~;,.imiento de callos embriogénicos de alfalfa y regeneración 
de plántulas. · 

La germinación de }os embriones somáticos se logró en los callos provenientes del 

medio SH en el cual, el 2,4-D (auxina sintética) estuvo presente en mayor 

concentración, 1~_ que indica que la cantidad de dicho regulador de crecimiento 

(11.2 mg.L-1) es el factor limitante para lograr la formación de dichos embriones y 
··. -" " 

su posterior germi;,a,C:i('.Jn (ver, Figuras ·9-7 y 9-8). E~.presencia de 2,4 Den menor 

cantidad se obtiené~-- e~bri~nCs' de~~iines clu~ únÍcaÍn'ente dan lugar a la formación 

so 



de rafees pero sin desarrollo de Ja parte aérea y no se logra su germinación (ver 

Figura 9-9). 
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Figura 9-7 Regeneración de pl.tntulas a partir de peciolo de Ja variedad Moapa 
proveniente del medio SH 
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Figura 9-8 Regeneración de pl.tntulas a partir de tallo de la variedad Aragón 
proveniente del medio SH 
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Figuril 9-9 Plilntil de alf"..U-¡o ropgelHTilld• • p¡ortir de c..Uo embriog~nico 
proveniente de peciolo de lil vilriedild Moapil. 

Se observa que la variedad Moapa presenta mayor regeneración que la variedad 

Aragón por lo que el genotipo de las variedades de Alfalfa es un factor 

determinante para la regeneración de plántulas a partir de callos embriogénicos. 

El callo embriogénico proveniente del explante peciolo presenta mayor 

resistencia a la concentración del 2,4-D que el que proviene del explante tallo y es 

capaz de regenerar tanto la parte aérea como la raíz~ Con esto tainbién se 

demuestra que tanto el tipo de explante como el estado fisiológico de la planta a 

partir del cual se tomó son factores extremadamente importante en el éxito de la 

regeneración de plantas; así los callos embriogénicos provenientes del explante 
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peciolo de la variedad Moapa prcscntaron 1nayor proliferación y regeneración de 

plántulas. 

9.3 Curva de crecimiento de callos embriogénicos obtenidos de) medio 
SH. 

En lo referente a la cinética de crecimiento evaluada a través del peso fresco, existe 

un comportamiento similar entre explantes de las dos especies es decir, el tallo y 

peciolo presentan el mismo patr~n de multiplicación celular. Los incrementos se 
. . ·. -~ . ;'; - . : . . . -... _· . .'·" ,. ' . ·, . .. . .. 

dieron en relación al peSó frescO que Presentaban los callos_ el dfa de la inoculación 
' . . - ,.-. ,_·.' - ._ ~ - . '- - -< ' ·. '·' : - ·'.: ·, ~ '.: .... '·»::;::· ., .. .- . .. . . . 

mencionar que es recomendable realizar una curva de peso seco para asegurarse 
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que la ganancia es en masa y no retención o absorción de agua por parte de las 

células. 

A partir de los resultados obtenidos en inducción, proliferación y 

regeneración del callo embriogénico, se determinó que los mejores callos a 

bombardear con microproyectiles cubiertos de ADN fueron los obtenidos de los 

explantes peciolo y tallo inducidos en el medio SH (11.2 mg.L·1 de 2,4-D) ya que 

tuvieron altas tasas de pr~ucción de embriones y se presentó la regeneración. 

1.8 -•-Aragón peciolo 
-•-Aragón tallo 

1.7 -·-Moapa peciolo 

1.8 -·- Moa"" tallo 

~ 1.5 

1 1.4 

~ Jl 1.3 

1.2 

1.1 

1.0 

-2 o 2 4 8 8 10 12 14 18 
TEmpo (dlas) 

Ffguril 9-10 Cinéticil de aecfmfento con bilse en el peso fresco de los cultivos de 
Cilllos embriogénicos de ;aH;aH., prov .. nientes d'"I m~o de cultivo d'"nombuido 

SH. 
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Figura 9-11 Cinética de crecimiento con base en el Ln del peso fresco de los 
cultivos de callos embriogénicos de alfalEa provenientes del medio de cultivo 

denominado SH. 
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10 CONCLUSIONES 

Se obtuvo el método de esterilización que consiste en sumergir las semillas 

un minuto en etanol al 70!6 v /v, colocar~as en una solución de NaCb al 35 % 

v / v con Tween 20 y ¡:>la ta coloidal durante 8 ·IT\inu tos. 

Las variedades d~ ~lfalf~ -~". e~tUdÍ.O, r~s.u~tál-on ser embriogénicas en ambos 

casos. 

Se establecieron y cai:-acter~zai:on los cultivos de callos embriogénicos de dos 
' -· -.::, '-. 

variedade~ comerciales . de. ·: alfalfa.:· Una proporción mayor de callo 

embriogénico,, se ··obtuvo .de: Jos .explantes peciolo y tallo para ambas 
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La regeneración de pláry.tula~ se rea"Iizó induciendo el callo embriogénico en 
.. . 

el medio SH durante dos semanas en cada subcuitivo, siendo en total 2 

subcultivo".~ . Pc,~t.,d_°,~ITÍent.,. se: ".ubcultivó el callo embriogénico· al· medio 

MS.si~{Ja ~l-eS~;.·¿i'~,.,~~~··1-~;:-~ti~i~a 2,4-D.'.Presentándose la regeneración de los 
,,·., -.. ·.· --~-.::\d::\:(/:.";!~-·--~:.-~-' . ··, 

embdones ·a a loS ·quinCe dí8S .·d.~l segundo subcultivo. ". -,: . ,._ ·~~ <.,. ·. ;·~·-/;_-.\~~:~:::~ · .. 
~- i~'.i.t): 

La fase exP~~en~~Í~l ·d~ ~~~ci;niento .celular para calJOs de ambás variCdades 

se presenta .•. ~ <~~r~i~ del ~~gundo y hasta el quinto día d~spUés del 

subcultiVo. 
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SECCIÓN2 

TRANSFORMACIÓN GENÉTICA DE ALFALFA 

11 ANTECEDENTES GENERALES 

1.1ª1 Vacunas Comestibles 

Una vacuna .e~ ~~a suspensión de microorganismos muertos, debilitados o de 

fragmeiito"s'. de los:.mismos. Al introducirla en el organismo, desencaderia la 

Gran cantidad de cornpues.tos de diversos tipos se han estadó produciendo 

por 1nuchos ali.os en diversos sistemas. El sistema ·de expresión ideal scrfa el que 
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produce el material cn_.ma)'or cantidad, r:nás seguro y biológicamente. más activo 

con el costo más, ~ajó._- El· uso· dC _c~.I ~las· de inamífero~. modificadas con técnicas de 

ADN reco~~-i~a·~te~: ti~.n~~-: la ;·'ve:ntaj~ >de -··producir.,COmpue"stos idénticos a Jos . -: .. ,_._ - ·:_,;. .. . '..- . . - .· ' -

na tura les .. Sin;'. e~~~~g~5":: ~ii'í ti".J~:~-·-~~~~~~-,~~-l~·Í~s. es·-~~Y'.. ~~st~~~--y se puede realizar 
.. - '::.>:~-"~: ':::; ~-::· ¿;_~·),; ~-:\:,.:_/;~:-i~:, -.<>~:·-~:~/-.:--:·:<~.: .~:-_/;._: 

solamente en escala' limitada (Gómez; 2001).cc '::.\'.>. 
·-· -,".: «··-· .. },~z .. :~-.'.·~-~. '.;E:.:.--;~/ 7{\'.~:~.-¿;:,; ::_j:< , · e~:·., .. ;i•',!:·-·-" .-...... , ,-.... _ , . _ .. ~i_',-~:-_'. .,,,'; ; ' 

- ----~ - ,. ·:,·:::f /'.3~>k:~:.: ;¿~{'.\:.-~7.~~~·:·1~¡.:·;f:fr:'.:{:_·:.:~:;~¡~:: . .-, -: __ .,:\ :<:e,:-. .. ;. ~: .. ~ --- . . . 
El uso de·microorgani.Sm'os/tales:-como·bacteriéls, permite Ja reproducción a 

·:-.. -:··· ; .. /;-:r~::y~~'.}t~~~~; .. : .. ~···~~~~1(::;_,:;_~ .. ·: "·::·~~,<: .~·:~\ ·. :-_·;· .'.--~~":· .: .. ·-:, -·.:».:; . 
escala mucho ~ayor,'.pero:,tiene •. la desventaj~"de•' ~riginar en algunos casos, 

producto~ q~.it~~\~~~~~~:~~~~t~ iguales a l~s d;;:~rigen natural. La producción 

de protefrif f' recornbi~~~tes en . pl~nta~ tienen lTl~f~~:N~ntaj~S po~enciaJes. para 

generar ~~~~·J~~~~i ·fa·~~acéuticOs de irriporta'~~i.a: ~·n · m~d~~f¡,~:·~u~ÍCa.-· En· :Primer 

lugar, los~!~temas vegetales son más econó~ic::~:~~~::l~,'.~~~~~~~&ifrz=:~:~'.~1 
utilizada. e1i sistemas de fermentación o bforréactcirés>Eri''segundo':Iugar; .ya' esta 

·: \:::~-; · . . . . . . : : , -. , . : -~-_.,_:.: \:::t-:f~:~~túi,:~~:~i?&;~~-;-~{?,~j~lW'.~~~.~';_, .. ;-;, ~;: :·; .~: · 
disponible la tecnología para procesar y cosecha,i; piari.t!>SY::sus ~roductos a eSc:ala 

:' .. :-~.- "F.' ·_: ~:~· _.·.: .- · , -.. · · <:"· .. · ¿;-.~~~'.·:~:~-::ir: ·:~~-)~f1·~·;~:1/~~~·:~:·~·{'t~()~~;~~?~~:·"::~\i·- ·. · ... : 
industrial .. En tercer lugar, el requisito de-la'purificaciól)_~d.el"'Coinpu.e~to'puéde ser 

··:_}:.- :· · _. , ·-·, - ___ . ~~:::-=::::j~;~::~·4Cé~~0~~;~:;:./?t::~f:~~~~~~~~~}f::~:~~-.:t~:'~.'._:~::2·:'' _-, • 

elin1inado cuando ·el tejido de,la planta que.contiene Ja_: proteína recombinante se 

:::,;:~~~¡~~~~~~~lliI~~~lt1~:;.::: 
En quinto lugar;"· se _puede .. ·produc1r,· Ja· proteína ·recomb1nante, a· escala industrial. 

·::_ : :~·~ .--' .. ~,_.: ::. >: ,~·~~~:~·; ;'ü-'~~3~r~:":?:}~~~~:i.-~'..\)~.:_:·:~ ~<f ;~~.;~ :~:~j{~/.·~_:_;:r?~~~:~r~¡~~~¿~¡~+j~t::i/~;~~:r;;t~f~~~!j ;~: ::~ ~ : ;. ~ -.: : : .... :· ·: " 
Finalmente, .l~~- ·~ié~,~~~ .. ~~~-~.7:'~-~l~~:_}I~.~:.:e. ;P.~-~-s~~t~n: p~~,: ~~-~~~:~~::·c':::~~~mi_na~ión del 

pro<l ucto recombin~~~:·(:~1' :~lt~g~~;;J h~~~~.;1:~~~~":#~i'S:f %\~a; ~,;~·áre,;,;. en 

donde esta tecnología 'eSta teniendo un impaCto' i~pOrtante:·:-en ·la prOdticción de 
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anticuerpos y sus receptores y en la producción de vacunas comestibles (Gómcz, 

2001). 

La producción de' diversos ·antrgénos en plantas-transgénic~S-es-·un hé.cho 

demostrado. de~ae ha·~e. afios~·;:.E1"~interés :para '.hacér. eStas··exPerilli~ntas Eúe·_9.ue 

determinadas piotef~~~'ir>~t~~i~~i~~i;·.;Jav'e d~;. p:tÓg.;n¡; ~e· pÓdrí•m sintetizar en 

plantas·. i .. d~s~9~>~.~i:~~tf f I~i~t~[¡t~ ~.;~~t~l ~·~~~··· vácu~~ :·corn:i~tibl.; en seres 

humanos o animales ( Gómez,'2001).·•f•:::·<.- .' .. '.:·•· :- . 

. · ,:¡:~·;:'.,~I{'.:~tfif1i~~;t11~::;w:~¡'<'i.'.. '> .: : ·-•~• ·:· ,,-'·'> ,, ···. ~-:Y····-·~···· ... -· 
La mayoría 'de:los anticuerpos.expresados-hasta· la fecha han sido en tabaco, 

.: ,- :_:; _,_:~_.:. :/~~~:~:<?~:I;.~ ?\~~:~;~~:r.~~:ü1.;~_:}'.'"ú~i~G_\,:{?};~:?:S{ ~-~-~;;~)_·:.';~~$;::.r) -\~~,,:::~}~.-~-~":<? f~t-:<f~(-'.~ '.--~~/ ~3\ ·. . ~ 
aunque también·, _se:· hari.'. utilizado,: papa;:_ soya;:· .. alfalfa;.• arroz : y} trigo;': La-. ventaja 

.. · :~.;~::~_-'.;;<::-~:~'.:~~~{~·:~:?-~:-~$1%~,~iR.~~~:::'i~-~~d:/::::Y./t~~ :~::_~·fü,:·.<~: ~i_:~-~:~i}~;~~·~;~_..<~:} ,_.-t~1t~::~; · ~~:":r:·;.;~;/):·;:\:, ~::;·.~:~<:·. -, : ~. · 
principal de usar hojas (co'mo:en tabaco y, alfalfa)_ para produdr' el anticuerpo es su 

.. -. :. _· ~:y.~?t~~~2:x~i~~1t~E~~ir~~i;·~~~::~;~~;-~~r·~ .. ¿-2~,~-~:~:~·f{?~~iP~:f~-~~-i}jJr~~,~;~;-~r:::~:;:;;:;~-:'.~;i~;\:~:J;t:~»;_3'1i~.~-~::;/:,·,~.:~; -.,::_:_ 
rendimiento.-~ant~)a·~alf31f8~c~m(;>~e1 :taba~~--P~:e~ei;i~~.er.~cciS.echá_!=ló~.~y~rias .. y~ceS al 

: __ .;~:~.~~~}~G~lft~J~-~ N1;t~ZJ~\{-~~~{~§~?,.:~~~:f-i?~t1f,~:{-~0~Ji~-:\~!4S;~)~j7i~-,~:;~§: ~~\~:f:t~,t.-:.-,1~;:.\~;i:~_;:·~~: ··':· ?}·: :·,_ !~, .·:. 
afio, con una producción,"potencial '.-' de>:_bioma_sa" p~r~ af'io{de; 17,, toneladas/ha :,y 

· - ::~<JR'.-~~s:~~;~~)~ t; :~~)Í:~~~?~~~@~;:,Lt;J.·i:I~>;;,~i;;~;~~:;'._{~~;~~~-~'.:/~~~(:L}02~ ~::.:~~-~)/-~~.~, .. ~;;éi: -~;:_:,;:;.~ .. ~fr><:. _. _· :·;~· 
mayor que 50 toneladas/ha~·respectivB.mente.':Eri'Coritraste/ la proClucCión·:máxima 

~:. -J:-::~·~'.:f~i~~~~t~~ K-- , ~}~~~2:t,;~~'.J~7,~~{~jf~\;~~?::1.~;.::~;flf\c:il~~~(~-:~t:~~Yi~~~~~~::~f'.; .:·f.:t. 
de trigo, arroz'-º~·· . asa: las:6_·:_toneladas/ha:;Otras,.ventajas 'del 

, .:· "~-:,. f~~~:1}tfe:{F<~:"::~fii{.~~z~~~(~~~t\\~l:~:_:~if(:;~1:~_:)~j-~~::~~,;~;~::~.:-:-·\_-~ ... : :. · . ::·:: 
tabaco incluyen''.sui acilida ipara~ ª"·rnariipul~ción.g~né,tic~;5,Ia~producción··de- un 

::~::,:::~i1tl~~~;~¡}é0(~í~~•d•d.do 
-/ :-/;faY~t · .. ::.?.b~- }i~i¡:,-~:-!~~t"·~ ,.~ :,,~ 

.º' .:0:;;:;?i~t~~i{~~~J;j!ª~~j~~f;c(~~~~t~~t:: 
' A'.. .-," .. "'~· '.'' • 

distribución en Jugar remótOs y·de difícil aCcesO··no'·Sea·adéclládO: ea· ~ayorfa de 

las vacunas disponibles se aplican por vía parenteral (inyecciones). La OMS ha 
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recomendado en diversas ocasiones buscar a_lternativas para sustituir a las 

inyecciones, debido ª.que se ha encontradO en ~lgunos países que ha~ta un 30% de 

las inyec~i<?n~~- se.~eal~zan cO~ jerinS~s nO ~sté~i~e~ _.(Gómez, ·2001): 

La ~plicac;¡¿~cdd,':'~c,.:iri~s vi~ oral es una buena ~lternati~a para las ~~cunas 
vfa parentera~J~: e'n ··:: gr~~_;:·:~~~'te.j:>~'r :'ra'ZOnes ·de·. bajo_ costo y.· Íá~il )tdn1i~i~tr~~ión. 

Asimis~o, _ C~~ ·Í~s~:~;a-~ü~as.~0~·~1~~- -~e incrementa la probabilida~ ·: .. ~e_ .. _~dqu.irir 

inmunidad ~!:i .. m~~~-~~~- ~6~~~-~ I~~' ~-geri.tés i~fecciosos que entran ai" cu~rpó" a· ira~és 
de una superficie'.TI.ucosal(Gómez, 2001). 

Una preocu~_~CiÓ~--~~-Porta_ntci con las vacunas orales es la c:Íé~~-~aci~n de los 
- ·- --·---".· -· -·. -- . ,._ .. _._,_' , .. _. 

antígenos en el eS~ó¡nág~-é-ir\testinos antes de que puedan práduCi~ Ui-lEl résp.Uestñ 
- .,· ,-~-;::" .. -, .-.~.• .. -'' :' ... · .. ' . . , .. , ; ---.-~·;:e~•':- .; ·~ 

inmune. Para ~;~1:~g~;1"o~'cie la· degradación se han d.esarrollados'.~,;:rios ,·in·ét.',Cios .. · 

Entre estos. se2 ~r1~Je~~an. el. uso de cepas recombinantes. df.. ~~r~~rganismos 
atenuados,. d~·:~~~~j~~.d:e bioencapsulación y· fin~lmen~~¿~~.~~~~~~'~iB~~f icas. 

Los primeros tr¡;.baj~S ·con,~acunas de plantas se utilizarori"~i-(fab~;:O~Y.~1a:pa"p8..-La 
:_,~:: ·" ·.: _·. - · · ._-:- .-. ,·.::.~r.:~··":'~j)~~i1~~f:~: .. ;_:)f./'._::i:::~.;_·_: ~·--: 

especie ideal para-,e~presa~ los antígenos debe consu_~~r~~--e~~~~~~-~':'-)~-:.t_':~e~,.~Hos 

niveles de proteína ~oluble. En este sentido, frutas ~c)lT\o ~1.~pl~~.i~6· ~ :ijito~ate ~ 
alteARNtivamenté Íos c.;reales .son sistem~s con:ve~,;É.rit~~' ~~~~ .;~~e; riri'. (Óó~ez, 
2001). 

. - ' . 
Los antígCnos derivados de. plantas han inducido respuestas inmunes a nivel 

de mucosas y de suero cuando han sido administrado tanto con inyecciones como 

por vfa oral en animales de laboratorio y en varios experimentos. Por esta razón se 
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considera que las vacun"'.'s preparadas en plantas tienen un gran potencial. La 

cantidad de tejido v,egeta.1 que considera una dosis de vacuna debe ser peq~cña. 

Por ello es i~portante·a~carizar altos niveles de expresión en el tejido'vegetal.-En . . . 

generaJ,.;lo~ ~i~~¡~~:·~~~ ·-~~pr~~iÓn de las -proteínas con ·aplic~ciJ-~:.:~f~-r~a~~utica 
- . .. . ., :·, ~ ;.' '·; . . . .,. "" . . . ~·· . 

producidas en' plantas transgénicas ha sido menor al 1 % de la protefna soluble 
<~;, 

total. Este'lii'.,,.iici'Cio;i :1 % es.muy importante para una posible aplicación.comercial, 
~· • _¡, .;. . • " '· . ·•. 

· :iú ;Vi~us de 1;. Rabia. 

CJasific¡:c:~¿~:·:.·.: · ::;~~-~ :,··.·.,-':,..·-1:'.,,:. 
•>;.\;. 

El virus· de. __ ~~---f~~:~.~- ·~~!_t~,~~C7~:~)a .~rden Ji10no11egav_irnles, virus con genomas no 

segmentad.;~. ~~~;~~6~tr'~~~.;d,.;~ del AIÚ~. Dentro df?. este grúP()• los virus con 
'-·-;::':e --.,""""'-~~·-y~ 

una forma:· diSÍ:inta:;·-de': 1a·.:!,1béll8 11 - se .. clasifican· ~n- ... ia ia'.~ni~ -. de . Rlznbd~~i~"C:la~; que 
>;·,.,:.:···· ____ ,;·::·- ·,: . 

incluye por, 10· .. ~·e~~S. ·.- t_r~s ~g~n~roS · 'de·:.tos. virus· ~rlirrlaleS, de Lyssnvir:zts,· de 

Eplte111erot1in1s ·-,-),:_'étC' l(~~~~l/oúi~1s'-'f.Et8énero LysSnvin;tS_ incluye. ~l. _VirUS de ~~ rabia 

(Bac:-. 1991). 

Estructura ... __ -. .' · 

Rltnbdoviruses es apr,'.,xÍm~d~ci_~nt~,'180 ~ de largo y 75 nrn de f'ªr en, par. El 
-:; .. ::. : ~ . ' " 

genoma de la rabi~ c.,-dJi;,a ~illc~, pr6t.,fna~: nu~le~protefna(~),fosfoprotefna (p). 

protefna de Ja '~~n'.i;")~>~}f'é~)':f{:¡~,'in~~fr~t~rll~' ;\~~t,~+~~<lsfr l"od~s los 

rhabdoviruses ti~~c-~»:._· do~·., -~o~~c;~-~~tes T: éStrúChi~~.-eS ·<: i~POrt~nte~:.· '"i.in~ ·-base 
, . . . . ___ .. . -

helicoidal de Ja ribonucleoprotefna (RNPj, y una ~ubierta circundante. En la RNP, 
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eJ ARN genómico es encajonado firmemente por Ja nucleoprotefna. Otras dos 

proteínas virales, la fosfoproteína y la proteína grande (L-proteína o polimerasa) se 

asocian aJ RNP. La gJicoproteína forma aproximadamente 400 puntos triméricos 

que se arreglan firmemente en Ja superficie del virus. La proteína M se asocia a la 

cubierta y al RNP y puede ser la proteína central de la asamblea del rhabdrmims. La 

estructura y la composición básica del vin.is de la rabia se representa en la Figura 

11.1 (Baer, 1991). 

1 •+"'i""''"'I' F'i :p 1" i 1•••1• 1 u¡ww¡w u¡: pu¡ 1 *F '1 m¡ u 'I' :u¡ 

~l~lftN 
=ophosphoprottln nt 

112 prota1n...,... 
-=-=-=a.tr~ .. gi~t•ln e 

Figura 11.1. Genoma del virus de lól rabia. 

11932 

~· .. 

Historia natural. 

TESJ: --~V 

F~ DE aRiaEN 

El virus de Ja rabia causa una encefalitis aguda en todos los anfitriones de sangre 

caliente ... incluyendo seres humanos ... y el resultado es casi siempre fatal. Aunque 

todas las especies de mamíferos son susceptibles a la infección del virus de la rabia ... 

sólo algunas especies son importantes como depósitos para la enfermedad. En Jos 

Estados Unidos1 algunas variantes distintas del virus de la rabia se han 
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identificado en mamíferos terrestres, incluyendo mapaches, zorrillos, zorros, y 

coyotes (Baer, 1991). 

Transmisión 

La transmisión del virus de la rabia comienza generalmente cuando. la saliva 

infectada.~~ u·~ a·~itr~~·n·s~-.·pa~~ a-~·un a~i~~l.-~:Ó ~-~e~~;.d~·;·~S .va;i~s ·~utas de la 
,:- · .. . : -··: .!. »·-. -: .• :. '.-··.· ....... - :t·-, '. ·:·'·: ~:'"· <" .. - \. ··:···.·:'· - ·.·:.,; · .. _,,._'. -; ;'. :::.;;>. _. -:.:·. ·- .. -:•. - ,: 

transmisión s;.···han. d~cunientadoe in~l~yen la contaminacÍón de. las ,,,~mbrana~ 

mucos~s(oj~~--~rf:~~-,ii~:>;:~1-~~;'~~~~~~~b .• im,:f~i~i~C~[i:~~it2~7,t;;f!~~~~+s.· 
El modo nlásco.múndela'-tra"".mi~ión'delvirus.'de la rabia: está a tra~és'cle' Ja 

mordedura. ;~~~~r-~t~~~~¡~~~*t;~{;f ~¡:~t~~~~i~~~~'.!.~i,f~~fi2~i~Jii~~;;han' 
demostrado. en,·ainbos Ja en~a~~. dir~~t~:d~l Nirus .e~~l los nervi~s periféric()s ,en "el 

sitio de l~ · irue~c~~·1t·i~~~~~t;\~í*~~~~ii'.d'.~~~li~--~e •. i~.ré~llc~-~{~~1.~'.i:~ el1~~ji~~ .. 
fino (es decir¡ célulás''·dehriúsculo):óPostérior.·aola iruección; las"defénsas inmunes 

. · :~:'-\:·;~ .. ~~.~~~y:~~i}~.~'~!.}~j~1;~f~;;,~·:i·~"S~?~:~;;;i::;.~;~,~;/;~.~- .~::.~<>- ·,:.; { '.,; · ... ·· :.':--.,:_:·::: · · <: ~ :. · ~~ ': .... · .. _;, ·~·~:~~::·:, ;,,\:: ~:,;:::.;;,::: > :·. 
del aruitrión puéden cciruerir.inrnunidád ti-aruimitidá~por células contra Ja infección 

.~·Y· .. ~~-. . -·.{-:¡?:.g-~:~?~:.f.~Ji~i~3Yi~1~:;:~:~f~j:s{':~~i.é~-::;j~!,c-~-··,.-::r·;_·~~ -~-; -~· · · :: .__ . ,. , . -·-. · ·-:- ,: -'~- .-- :- -.,·.~ ... :!,:;-~:, ·' ·,, 
viral porque:_eI·y~rus~é:le_,la"ra'.bia:~e~_un:~~en:antígen_o.· Después de.adherirse.en los 

· · ;·'.-:':: ;~;-: :-!//?)~;?{~~;;;;~~~~:fa1~~f~f;~pJ...;:h}f;;,~~.r;,x:t;(:.J\:{:·~:~.:-: ·~:· _: _:_~:.,~·: -.. ·. ·. :· -.. _ -. , ~. /. .: ~ .-. :~:--. \ .. \.'<~,:~~:~:~fi}11~-~:: ~ ,/ ~ 
nervios periféricos~·:e1 ;.~yiiuS rde·: lri ritbia: se_ transporta al· sistema :·nel:yiOso ·.central 

·, .: ,,'" ;: .: ;-::~f:::{;·:\;):~:~~~~~tf_~'./~,:&~~¡f,~,~~~~~~'.~;+~~~;:,.:~;,~~·~;:·'';:· .. ~~-~.-:; . ._:-:,·-,¡.· <·: ·· -·e' • _':~; :·;<~~ • ·~·~''.),·.,'~-\~·~'. /~;\,~t·:5~~\.:·. ~ " 
(CNS). Esto. ocurre• típiC;lmente:,yía"' lós. nervios sensoriales y. del· motor:e11·.e1 sitio 

-, . ' ' ~· . . ' . ' . . -· - ' 

inicial de la .. i~ii;~~~~~-~~~i~Ñ~~~1~·~g:~~t~#:~~(7('.~~ .. ~~~{f;;~é~~1;,~~~:~~J~f:.~l 
1mc10 de muestras_ de', la'. ei:tferrneaád: cHnicas_;": El}perícido: de '.la ¡incu ba.ción e puede 

variar a parfir;~~~~~~f~&;i~~~i~ii!~~~~IS~!~;~~;·~i~¡~~~~tf t~1~;"~f ~J~; [~. 
difusión del virus~deritro _del"~NS es r:ápida;,La_ inJ:ección cerebral.actiya. es seguida 

, . :~·>--: ':· .:~:~,(:,~~\,:t;::~·<¿,~~-:: ~:Ul~:\p_-\ :.- ::;8~>0;:~\".:::. :-,~:~'. ;~;:;;<-·'~ ·'·\~:~. :~:¡~~- ¿>'.e!-~r:;~·-· :·::1~:/ _ ''·:º'. · .. 
por la extensión del virus·a los nervio_s perifé,ricos. _La amp~ificaci_~~ de l.a._infección 

dentro del CNS ocurre durante ciclos de la transferencia viral de la réplica y de la 

64 



célula a célula de:I virus de la progenie. La extensión del virus puede conducir a Ja 

invasión de sitios de varios tejidos finos, incluyendo las glándulas salivales (Baer, 

1991). 

Sintomato.logia 

dolor de·cabeza;,qué p'i.í<Oci;;_clurar por días. Puede haber malestar en el sitio de la 
" '' ., O' ,' L,'~~.< • ;¡' •; ;_,,,<: 

exposición' (mord;;dúr~)>/'~;:~g;:es;;:ndo', dentro de días a los sí..; tomas. de la 

disfunción· ~~r~~~&1f·-:~~~t;,flf i~~0.~f.~j;;,~.~it7~ión, ~ro~~sa~~.\;}.~~:~i·~~~:'.;\:'11 
comportam.1ento, anormal;- a: las:alu_cinaciones,·y· al insomnio.: El ··perlodO .. agudo de 

.-:,· ,:,:::_-i'/!~~.,;~;~::~:·~,:-~-;V~~t")t/i:0tf'.t~f!ft'.:::~{U~t f,¡~~)·:-~_;{:( :· :,: _:,.~~-: · : -.:. ·· -...- :·.!~~:::'? : :_,'.:;~<:.-'._~ :_~.}-\{'.~{(;·: t~ ~-~~~,A\?i::·:'.:.:~ ... · : 
la enfermedad termina. típicamente después"de•2 a 10 :días~. Una:vez· que 'áparezcan 

====~: ~~lilf iill~lt~ll~~::: 
vacuna. las excepcicinesrno mortales' soñ' eXtietriadamente raras:csaer;·.1991).>.-

; : .. t~::, :g~r'.~~?rt· --~t ;;~·:?~jt~·~{=:>º;,~~~:;~;:.;;·:'. ;;'. ~\i /.~·:)~·~ :.: ~ , : :· . 
,, _. . .,~~;,;· ¡ .. e·~~::~ ,~;}}~~:,;;;;!!; 

Prevención. .. :·~~·/.' 
.·~_:;::~·{::_ ,,•¡ ;'_;_~~·;,.';._ ••• •"" " • 

. . - ''"·~-~S'.-,.~· .. '¿'; ,~- ~ '": :~~ :~:.;::.-::.':·;~~.1' 

No existe trata~~rt~~~~~~ ;&(J¡;;~~f;Wlif~~i,~~~~~~i]~~f ;:~t~~~t~-~l~~:5frfto .~elos 
animales sos¡)ec;hosós'. .. y·.~·Co 1rritaCión·.!postmOrteni'?a-;.partir{defla :necropsia_. que 

-~~ :<:< ::~ · I~.~:·~ :.; .. :~~~· ~':;:~~\:~~-::,:~;·t~~:'~::f S'..-::~ ~;~:,?~~;~:~/~~~:t·:;~}~,7~;:x3:;~~~¡-~~;l.:.~:'.;·:::. f ~?('; .. _.i:·~ ~~~·>:: ~· ~ ·· ~ 
debe ser reali~~da ·1 ~tjr ~~ ~n :· P1:":".'~esi~_~al, ~·~~-~~i:n~r~~ . corf!.1~. ¡:p~~t~;-~.<?-~:· re~~~-ión ._de 

muestras de tejido 'ri;l"Vioso y ¡;, de~Ú~~¡,,''.~~(i{~l~~'''Z:''i~:;J~~i~élX's,.nltaria 
correspondiente. El control de las poblaciones y Ja vact.inación parenteral y oral de 
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rcservorios silvestres y domésticos es· hasta ahora el mejor tipo de prevención, así 

como los programas efectivos de difusión para la salud (wwv.r.viarural.cOm.ar, 

2002). 

Tratamiento. 

El tratamiento po~t-ex'Pb~i~ió~··-~o~~i~ii~~-p-br ci tr~táini~rito .'~~>~sP~Cfií~O~- li~·í¡:)i~Z~; 
:. ~ _. : '.--_:::<. ~:;~i<~'},:)·~-~ ::,::;;\;>:·~~~~;:_:·'.~.~~:;~~~.·~·~z:< >=.::.:· ... ;(·:~v;;: ~,:.,,:~-tr~ :/~·;,;:~~- .. ·;_~xx ": :·;J:\:;·--:k~\~.-.-:t'.·><:~·~:;~:~ :; .. ·: :: ~ '. 

curación de l~s. J:l~rid~s~ ~_antibioterapia'c:Y~" profila?Cis>anti~etáni~a·.:,.:EJ.:~tratamiento 
- ':·._. -.. :.-.. -~-:::.3::: '.\:;:«~.~):~;.;?,: .::~:~-~J/Y·~;)t~k~2t. 1~~~~t:--_i)\. <!);:~~::~:;. ~~·¡:.~_·:~~·:·;~::-:: .~' \-;_, ;~.<,·~:i:'.lf §:22~~~}~~"~:·;;~ t·~~,~~~-:-: ~- ·: .· -, ·= 

específico comprende la.vacunación' y la·seroterapia·antirrábiCaS/pcisteriormente la 

::::::~~i~t~~f~,~~i~¡~~1~~~f~~~:.· 
014 y 028, y el ()tro;· 5:implific .. do e.n 4 inyecciones, 2 practicad~;¡ él' DO en dos 

puntos diferente~,j:·~}~:~i~~;?izc~~~~~J.~9i).'( ... 
. :: ··~:;~ i).2.;,.:~~.:; e:');"';-'·~- _:e 

Vacunación contr~--~~,;~~~::::. 'i -~;', · 

·--.:·-~>,: _·,\·,: .. :· :,. ,- ~,-·/:-. ,-___ - -_ .. -,_". ,. - . 
Las vacunas ·de Ji( iabia -h~~riria '~~é~~~~--· su hisi:-Oria -:~i:>n_:·~( ·p~irner tr~ta~iento del 

antirrábico desarrollado por Paste.:ir,' Roux y. sus colegas ·en 1885. No fue hasta 1900 
. ' . ' .--·;:.: ~~: ':· '·~<"" ' .. - ;.- . . '·' " 

que se realizó l·a primera v~cU~~ i~-aCti"~~d~ ·p¡¡.a °J.~bia; la cual contenía fenol sin 
. ;;·:..·· ;'::":: .,_,,.-" >·:. 

embargo esta vacuna fue de~c~ftt¡~i;~-d~_.-;·por:···cc~>rltener residuos del virus vivo o 
~ .,. :.,·: ·,:;s~;~-"'-· " ---

atenuado; a pesar de esto:Ja ·~~~üri~'.ti~6 Se~pl;. se sigue utilizando en países en 

vías de desarrollo (~j!Jfj¿:¡~~:~~~~5~-:~~~ .. ~ ~:.· .... 
,_... ... ~.:~~: .. , ::~/~'~: ... </:· · ... -~~-.--; 

._,;-·:-· 

Las vacunas de vi·~~S 0-:.Ue;t(;;~~qi:i·¡~~~n ci"ue el virus de la rabia se produzca en alta 

concentración. Es~o es acompañado inicialmente por el crecimiento del virus en 
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tejido cerebral de conejos, células BHK, cél~las CEO, células Vero u otros sustratos. 

Se han utilizado va~iOs métodos para: ~na~tivar las . vacllnas antirrábicas. Estos 

incluyen .Ja luz ·ultrav_ioletá.; .aCetileric?.til~ninlina :.y· otras :aminas. Estas vacunas 

pueden contener. aigÓ~ .~~y~;t'.a~t~ (~.· ei>s~ponina) iara pot.;nciár la repuesta 

inmune (wWw.drscop~~-~~-~)·<'.·:/:~ 

Rabia·Paraui-iCa uOVina en México-
. '·'~ ·.·! ·> ::'. .. -~ -;·.~. 

La Rabia· __ Par~ÚtÍ~~::.·Briv·¡~:i.:;?6'·~:'i:?·e~ri'engue~ tiansmiti~a .por la .rnorded_ura de 
"-. .¡_, ~> -.... , ··-· 

murciélago~ he~~:~~~ago~_r(~~~1,!1~_'~~-~~1S\~r~ú1!z,dii~), :se. car~'7teriza por ser aguda y 

mortal trayendo.: c~~~.~~~J.i~'1,iif~;~~[~~~7 e~' la.producción bovina; a~emás de 

ser un grave. problema: de'• salud ':•pública. En .1999; · 1as acciones emprendidas 

:;::::.~~f ~fi~~~;f.::_:::;:::~JLt:~:::; 
:~~=:<:;~f,.*';*"''~$~.~.J~:~i'.~t~~~~~~~~:~i~~;é:. 
de Aguascalientes}; Baja-~~1.iforn,.i?;'- Baja· __ California Sur," ,Coahuili.t, _ Distri_to ~ederal, 

.. · ·-º~;:?~~~-~'.-~i:~:~~~~;~~\~~~-~~:~f}~\:~:~:_'.:(_,~:'.·~i_:<L·,;~><:;~~--~:_,.'.,.:.;·:,.: ~-· -·~-· ;~~ · _: ;;:;'.::: ..... ::~;'.\ :.:.~-<'. ~::·.~ ~ .:·. -· ·H .- · ,.· 
Nuevo León y Tlaxcala~\no _~ ex:tSte~.; n:tur:'71él~goS:: he~atC?fagos¡-por .. lo, tal1:fi,·> éS .. tán 

· ··;_ ~ ~~{:~;~:.:;~~;~;:;~;f:~\1fs~7::~~H0{~~~Kt4rG:;~~;~~;$~·::c;~}~;:~;;.:r;.r::~~:\~(l~·::~:- ·":<,'):.:-t:;~-/::;·~~~-:-:·', y~- J~:;;,,:,~:-: ~ --. 
libres de esta erifermedad;.~En-Léste.taño,~en::_ tabasco~se'.~ealizaron_'.282:-operativás 

--~< ~--: '.~:~~;t~~~;~~'#f'.~~lt~:~f~~~~~Ff~t~~~Hf?t,~;:~.~~~5~?:.lt¿~·::/Kf; ~:':{#~:~·~:~.~~}:~.~ :.~;_:~:~.¿:: .. ~~ :~ ;~,~·:;: ~::; /::'.!:'-; ·,~, ·: 
demostrativos sobl-e_ la' captu_l-a. ':-1-e .. ~u·!'.dél?gos he~atófagOs;·principal vector .~e la 

:~-~~:~r'.:~;~;~.~.·~~t~~:~1i::>~~·( .. :(r,:_.~:-~~/;(,._·./-~;::>-~·\·;- .. \ .:- _,_.::·.-.~'~" .. _,·~:. :_ """-- .· . 
rabia paralítica bo_Vii-i8.,'eil cCirra1es~:·y::rcfúgiOS'-y Se 3p1icarol-l 204~mil 745-d~sis de 

"'.:> ' ,<·'.,,:~\,]\::-t,~,-:{;-¿~::-i-- :: ~ ,;:-,»-,;::~·, ., ., '· - '. . - . . ' 

vacuna (www.sagarpa.g~b:rnx, 2000).· 
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Importancia Económica 

El tratamiento de los bovinos con anticoagulantes inyectados .es una acción útil, 
. . ·-. . ., . 

pero combinada con otras, ya que la circulitción de.la sustancia sólo dura éirico días' 

con dosis letales para. el vampiro, siend~ -~·~~c~~ en~ t~.d~-.-~~·~·i'.~:~~·.·::·~~-~a .. e¡· ~.~~i-~o:.-

:;:~:o:'.o º;;~~;~w#~;;F~iJ~~itt~~¡~5{~%f~:: 
eficaz que 1a··po·ma.da :.aplI<0ada/enila"cáptura,.de::co ugio<c.Debido ·a :la· . 

._ : > : <>.-\:,\:':·.~-··;}~·;,;\-/A~:? r~/~i~~J;,~~~;{~i{~.}~~;~~-~~~:i~~:\~\:1~~~~~·~~:¿~ . - .~.~fX~~-~+:~·;~tY?/,·2·i~;{ >-~~:~ -, 
importancia· de .. los_.-y~m-pir~S.;eri"~la:;transmis!óri:,dEf.la¿_ra 1a;.a ~· oS :animales,· Y~··en . 

. ·.. .:. ~\ .. : _; .. e: .~~~:~/':~-;?~~;t~~~;~~:~~~~~~:{~~~i~fo~At?i~~:;{i~~~Z'.}~;c:z:·~~%~-~.',~~fI~~:~2~~t~i"~;{~~~~, ~:~~~~~;<-~~'~S--: ~-: ·. ~ '.. 
algunos casos al homb_re, es importante.el control.selectivo,para no.'afectar.a:otros 

:::::::~:~:~~lfliflítll~!~ 
concluye con la. muerte~~! La cé>nstante~·alimenta~ióri:; d~l·.-murC:iélago. ~~~~i~i;.~ ,·la 

_·: :_ :; ~,··!·.:~.f.~:..~;~- . . . ~':;t~~:?'.i.:_lM~g<~'.f~~:'.:' r:~,~:'-~~:-:.;;,-;.,;. ;'.~\ ;, .. : _:· '.; 
muerte por anemias: sev almentef en :~becerros .~jóvenes/· asr·" colno ·,la 

. , . ···: .,, ~~;~~~1J"~~~;':·'.·~::):'~_1:·:·'i~~·::;:;:)J -~·~):~.c.;\·{:: .. ~:;~'.>::-:··,..·-.<>:··.·>:.--· ·~. 
111uerte de aveS ~~f;'! s,·pro usas;·.Los·.tratamientos vacunales a personas 

--~>~<J~~::::~::t~~;f:~r;tf~:¿;:}~t~~,~;~~:fL:\~;:<~·~,_ ·. . . ,. .->·- . · ~-: · . . ., -·_ 
expuestas a mordedur~s.de .. murci~lago~~-·resulta por demás importante, entre otras 

' . '.'·?:~;~;~ j~~,,~~\~{~:;~~?t<:::/:t~~~t~~t~~~;_;_:·'.::··::·-:~:. ·::·:'~ . . . 
causas de perdidas económicas· ( -WWW~chp.sagarpa.gob.mx, 2001) 

_·. ;_·~\/);;~f.';: - f<~~~;~;?.f.:i?~·::.~~ _., . -. 
, :~:~~;~-~'~::: .:~Y~~f>~-~} ~ .. 

1.1.3 Sistem·as·actuales·para Ja transformación genética de plantas. 

;.~'~:·i .. ~~~&J::r~~~~~z~~~~~~-L-· :·; · · · ;_: " 
La manipulaci~~. ·.·~_:·:.~~::,1:5~C?r1;_"1~~i~n g~nética de plantas se refiere a la alteración 

racional y delib~~~dl1?dt{ ~i~,.;¡,;~a de las células vegetales a partir de las que se 

obtiene una planta completa. La introducción e integración estable de un gen 
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extrafi.o en el genoma de la pl~nta le c<=:>nfiere un.a nueva característica de interés 

(mejor calidad de f~~t~s, ~olera~cia a enfer:m.edad!!S,' plagas ·y condiciones 
. . . 

an"tbienta1'7s· ._a_é:_t~.~~sas~- __ etc.) :.Oofre· ,.,r: G~rfias;.~;~-~9!)~'::.:~n ;esta'S técnicas 

bioingeni~r~~·}~~~p·bni~-les ~~cn:i'~tmente~- S<?~'é( e~: ;p~~ibi<t ·¡~ttOdUcir. '(~ :. irltegrar_ 

de 

en 

forma estable) tiñC> o p(:;C:os genes de inter~~ CHeri.:..:Z; 1997)~ 

La ii.h-C>d~cción de información ge",:,ética(áC::i<lo d~soxiÍ:'ribo;,Úcleic"C> C> 'ADN) 

foránea 'a células vegetales puede lograrse mediante div"ers~s téc::~i~:~-q_•:•e hacen 

uso de. lá capacidad de manipular el Aor-: a ,_tr_avés de_ ':'et~~ologí¿i;;',dt~ADN 

recombinante. En general, las estratégia~ d~~.-tr~'risf~i:.m~·~io~·ge~:étiC~'.·:~~.Pl~:n~aS··~e 

han agrupado en dos: 
. ~-:-· : ". . .. -; ~:._ :>. : . 

la, transrc:>rma~ión .... m~cüa·da .·:, p~'r~,,- vectores ~<·vfvOs , · 

::; .. '!\\!i~";yJ;;::~}{·;~~:t~:§:~~-::·r··:~'.·-_:. ,_ _ . 
Estos. pecialinen.te··~; la-:<eiectroporación·-{y.~.= Ja·. transformación 

mediada por f~g~;~;~;~~~'~f~~~i;~~i'~~i::§~;~~~p1~~~~~~f.~!:oN ¿on éxito en 

protoplastos (células\;eg~·t¡;.1~~ ·si~' ·p·a;~dr·: D~~~f~I-~~~d~:¡~-~n,Í:e la regeneración de 

plantas completas a partir de protoplastos es difícil en algunas especies y 
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frecuentemente es dependiente del genotipo .. De las técnicas directas, la más 

utilizada actualmente para cultivos d~-- célul~~ y: tejid.o~ .. es. el _ b_~:n:n?ardeo con 

micropartículas (biolística). Este m~tod()permit~ l~ ~en~tra~ión de lapareLi celular 

::::::::~::;¡~¡~¡~~~l~~~iffe~f~¿: 
liberan el .ADN con.J~·húo•r~~.ciórt'genética•:de'interés. rVÍedlari~e .té~nlcas .de 

~~:::~.:·:j:~'fr~~~?~~:~;~.~n ~.;. Cm0briori~ d0< '~ ... ~. 
· '· -~ ·" · .. ·~ ··:!~:~:;~V~-'.-~:~'.:j; ... : " 

. :.:::x~:,_~5-:f:~; .. __ :.-:'.::.:::\_··.·-· ,· · .. 
Pa~a, que--la~·trans ormación:,gen"ética d·~::.P1a~ta~_cu.mP1a con los objetivos 

· _ >::·='.~~i~ -I/f <~-~~~~:~f.'r;:\~?~~~:~~~:7¡::,·0.:~~~;'·~~s .. ·,:~;i·;~:< .. :i~; · : 
para los cuales···:ha~~-sidO:~.'deSarrOllaCfa-;:· es (~~~r, ~·~-~a 9~e s~a -efe~tiva cOmo 

:::::~::~::g:;;?-f g~f t~]~!~i~~~f rr:E~~;;:~~e . cultivos, deben tenerse. en 

Se debe cil!!i~~1~!~:fü~,,~ist~~~~~~i~:teg~~eradóri. de .. plantas completas a 

partir del e~~l~nf~ );~~:¡¿;~~,~-eiía · pi~i.ít~) ~~¡; va. a. ser transformado en el 
·r- -.. ~ '.; '- -~ ,· 

laboratorio: 

Debe haber disponibilidad.del ge~ q~:~-~oluciC>ne efectivamente el problema 

y se debe construir un vect~~":ª.:~e:~~d'~·· que.-contenga todos los genes y 

secuencias reguladoras requeridas. 
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Se debe desarr.ollar o . adaptar ·un sistema eficiente de transformación y 

selección de transrorinante~ "'in Vitr~.,. 

Se requiere la·veriÍicac::iol'. (éor;:;pr6ba~i0,:;) ·ci.; I~ integraciÓ;.. estable del gen 

:::::::~~-~~~!¡::1r~l~f ~?:·~~:v•m•n•• •· 
transforrít.acióri: ha. oCürl-idO;·~-debC·; reauzarse ~Una· CVa1uacióli fenotípica del 

, .. , '; ... ··. '.-·: ~~.::¿<~ -22~i}~:::~~~;5l ~~~~;:~?~~1;1?/JiiA~:~:~~~~:;J:\~~~~~~ :·: ,~·. :·~ ; 
comportamie~to de la• planta ;n r~laC:ión co'."''la característica deseada y con 

el crecimÍ;.nto ~'. cl~~~~~~~tfJY1'~i~¡f~~1~:.·c,! < -> .. 

;- . :-~,_;; ·::\,~,,,,_,;. ,~~:: -~~~~-i:: :rd.;".· _ -, : 

Deben s~~i~sj;fi~~~~~~fztl'i~~~~~!í:tJ.~~jas normas y regulaciones de 

bioseguridad ~ qUe,< asegu~an ~_que·,. el:. pi:_oducto.: obtenido no es_ una amenaza 
:_-~- ;:,--~- -~:'._),;if-~:-~~~~~i!t~~~-'.;~~~~;}~~?,.~;v":~~,~~~~:~· .. /r-~:-:-.. ~·:, _ .. .- _ .: 

para la salud humana,-:anin:tal ni.repre~enta ningú~ r_il:?sgo amb~ental. 
-~:-. ;:>::' -·---· ·:~~-'.:.-:.~-:::;;:~?.';,;;_~~:<,'.·l.~·l)~':' .. -... ·,, .. ·· ·-· -
'~'· ·,y·, ., 

Deben consi·d·~~~;se,:ia~~~-.rlhr~~~-'.y:·-~e~IÉtciOri.es de prOt~cciÓn a' la .prOpieda·d 
; :'.·;,··.-·'-,,',"-" o'¿-·!::-'-;·c; ·,c·-;_c·: ~,-. . :-. .- , :·· ,' .·- - -- . .·- .' .' · ·. .;· ': , 

intelectual.:·.-: ·~ ·>_, 

:;_:.\':.;~<·~-.: 
Debe establecC~se· . un . sistema adecuado de enlace · con: el · usuario (el 

~·< ,,, • ·~ -

cu) tivado~~ ~~~:'!~~r:ti¿l~#:i~i,~~f ~~t.~~~to ~~~~~~·~",. < ...... · 

:::: :;:j~~~~~~~~~ri~~ftt~:::: 
sus plásmidos (ADN circular extracrornosomico)a las células vegetales. 
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Introduciendo un segmento de su ADN; (denominado ADN transferido), 

contenido en sus plásmidos Ti(inductor de tumores) y Ri(indm:tor.de rafees), estos 
- - . '\'. -··; '. ·' ·:._ ' : - :_ 

se resecuencializc:in para. eliminar a~~/ 1~-~ .. genes :·-~1:l~:«.~~~u_cf~~ l~ :·for~ación de 

tumores y· rafees,_ introduciendo_ a_ la -~-~z'. ibs···g~~~~:-~~~;~~~~Ó"s/~-1 __ ~·~~&-~~:~-~-u-~~Ína 
' ·,r.~. :: '• ',:, 

con la regeneración de- tejidos· Creando p1an(taS 'Comp1~taS:, ·si~:~,e;n¡;:a·~g~ e~t~·- té~nii:á. 
- ' - ~- · .. ·' ".-:' ' ·. . .. •. '··' ~.'; .. , ;.: ' :·:; ·.,. ~ -. . ' ·. 

está casi exclusivamente restringida 'par~: ctú:o¡Úe.d;ó;,·~;,¿ (E.~.5ol1thgate et. ni ... 
1995). 

. - - . 
La biobalística o bomba"rde'~ e~~ nli~roparl:r~~-las_'~s- ~n prOCe~o- m·~y ·original 

- ' '· •< - ··- ··' :,,··- ---- ___ _,_ -····- _,_. 

:..~ _._ -
desarrollado por el ·grupo delpr. John·Sa"J'.ord, ,que.; permite. introducir ADN a 

virtualmente cúalql1i.,\tipo :'~e icéluia: ··En_'~~~~-,i l'i:()c~dirni.,nto el ADN es 

::::::::.:.~~i!4~~~~~i~~i!~,~~i.::~:::~~: 
causar, por lo gen~r~1;··~~ec_tos·1e;t~es.\I.;.~s·micrciproyectiles son partf~ulas de forma 

·Xi:~·.J;r~*t~f~t~t·7~~~ ·~~.~i~~i/111}~--- • _ .. : -~·· .... ___ , ~ 
'miciorrie .fdiáritetrO),'~~-hecha·s- con 
~11~~, :~~~~¡~:;~~S\i}~?:~_~: :,~=;;-;~ .. -:,t< _::·-~ -._ :- ··:·' · 

~u-_ o_ ,:~y-/que ~se::recu 1'.'en~_con·~,e~TAJ:?N.·que se 
. .:~i:~T~~~l1t~~.~;;~?1tfYi;i?.z:.:~~~g~~::~~,-~::f¡;J-E~~1~~~-~~i~~t~~gg~;:~~:b~~~l~/._:-~:>~:: ·. _·.·~· .. <:;_o.. 

desea transferir a las p a Para:·acelerar11os·o:miCropro · · :qU.e_'á.dquieran 

::.::-::~i-~\~iif l~~lifi~; #~;:~~~= 
microproyectiles : ~a·n ~ c~l~caOOs .. _so~re ;_s1:1. _superf~ci~) -I p~~: u~ [,e oque\ e.~ gas,·_ que 

e· . _-;_·< ':-~.~?'.;¿~~<-~~¡·,: ;~'.~~- ~,'.- ~~:·:-~? ·r .'i: ~~Y- .;t~·.:::·~ ~:·,~~~'.,.f/~~)};:~~~:~·?)'."(?f:l?{~~~~,~:~·~;i~:~\c~:)~{;?~':~~~~;y~:··.:·.?·· -· ··~ -
puede derivarse: de ~.Una'· explosión quíritica; ·la,, e~plosi~n~_eléCtí-iCa_; de.: u"na: gota de 

~ . --~-.:;~::~~~:~_!,'..:.: ,.--_.· ;; :_ .. :_·:.· :/·:-- -;~:· .. ·~:,' ._:, ... ,·<·: .. \~:.->,s:-;:~~,-:·'.·-):·(x~~;~·:7:;;_;r!_~-,.:.>~df::;:>~>::(t2-:~~~:::J~: __ :~ ,: _. _ . · _ 
agua, o una desé~·~g~:d·e u~·--gas ineri:-e.· LaS<c~i~i~~-:·.~· te~~c1-os:~q~~·:co~ti~Yen· el 

aproximadam"'R;f~~~'.~ 
materiales denSos''Có 

blanco de los proyectiles se disponen de tal forma q~~ pr~entan la máxima 
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superficie para el bombardeo, en una área de cerca de 5 cm de diámetro (ver 

Figura 11.2) (Herrera. 1997). 

.1'llOl 

-

"".llllY' 
8 

--~ , .... · .. ··.o ,. .. 
I ....• , . LOS PROYECTILES 

1 0<_ :· QVE TRANSPORTAN 
1 

DIS:J..!°~:On'!clA 
LAS Cí:LVLAS 

. -' \ .. :;=.:....~ii: 
\. -*f-__.( -l~TEGRACIÓN .. JIL .. '-> 

·-.~-GENOMA VEGETAL 

>;;;; 
Figur11 11-2 Representación esquemJitica del •i•lema de bombardeo con 

microparticulaa o biolúlica. Se muestra el sistema máa moderno, en donde el 
macroproyeclil es propulsmdo por una desca11P1 de helio a aha pre11ión. 

Existen varios factores de afectan la transformación por bombardeo de 

micropartfculas: 

1) Naturaleza de las micropartfculas: 

Se han utiJi7..ado micropartículas de tungsteno y de oro. El tungsteno es un material 

de bajo costo y disponible en una gran variedad de tamaños. Sin embargo es tóxico 
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para algunos tipos de células además de sufrir oxidación en la supe~ficie lo cual 
. -

puede af;,ctar al ADN que se le adhiere causando su degradación: _El oro es un 
: . ' .• , 

materia~ biol~~¡~a~~~~~\ne~t"e~- ~? éS .. t~~ico para la~ c_élulas Vegetales y no_cataliza 

Ja degradación .. dél'ADN.qúesc liiadhiere·. Sin embárgóes un material de alto costo 

(Klein et_.: ~-~·~·-i~~~~;·~;:,·::,·" J·~ 
,.. -.. ;~:,·· 

."" :;·J:~.,: 

conce~tr~C°iÓ;.;_'.'~~);-j;~j~:-~~···1~8~a~á cllbrir el área deseada mientras que una: ~Ita 
'". ·~ -~ -:~~·<"' -' 

concentración-plléde··resu·1tar:en 1a aglom~ración de partículas que pueditn causar 
1·<·· ;:-;..;·,··· 

r..a adherei;i~i~Ie~~~~~~~~1; . .fdNa_1as mié:roparucüiases esencial para e1 buen 

transporte deÍ mi[iTié)'.'.É¡'rii"étÓdo de Klein et. ni., (1988)invo1Úcra Ja adición del 

plásmido disu;<!¡~g$~i;-"Jh:·iti~fr ~-· u;,a suspensiÓ~ e~t~ril_. de ri-;icropartfculas de 

tungsteno, segui~'¿.~_é>r la adié:ión ·de cloruro de calcio. 2~5 M, ;:~~pi~idina 0.1. M. 
. ... :-'-1; . • ~ 

La suspensión de ~icropartículas se sonica para ev-it~r lá.!O~~Ci.óil.~de' agreg~dos. 

Altas concentraciones de ADN producen. Ja '~~¿~:adón · de las 

1nicropartfculas, lo cual reduce la frecuencia' de tr~~f~-1-madÓ~~<..:.· 
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3) Transporte de las micropartfculas al tejido. 

Existen varios factores principales que afectan Ja velocidad y p~r Jo tanto Ja 

penetración de. las micropartfculas en lo~· teji~·Os~-.:-~tO's ÍactC>r~s :i·~~lu~en~ el vacio 
• • ., ••• ;·: < '" .··~-, • 

gen ext~rno al genoma del huésp"ed, puede conducir a Ja inicial expresión de Ja 
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proteína de interés pero el gen externo ·se perderá en Ja siguiente replicación del 
.. . 

ADN genómico dural"lteia división celular. (Southgate; 1995). 

5) Elección de la C:onsttúccióii de ADN. · · 
· ... ,, _c··.:~·t ~::·-:-~:·. ;:,,:;. __ '.d:,/ -\ :::"·:' '· 

r.a elecc'.°;~~sd~):~~t;~~f z~1ct~~-~~i0~~.~~:~ilE~71.;p,~~ª .. 1ª tr.ª~f~rm~~ión por 
bombardeo. de mici-opartfculas: depende. del objetivo del. estudio en especifico. La 

:::::: .. *~~~!f il~if iflt~~~*@1~::~~1.::. 
J efferson .. et. •ni •. ~ :1,987,;se} basa 'en el¡'gel"I: ~s ; qu" :~odifiSa "par~,• 1~ e~i,ma J3-

::::~2f i'~~i~i"~±~~J~~~:l@l~~il: 
pueden ser idenÚfiéaé:tas por su coloración.• El · si~í.:.rna' Gus·: ha e sido·, tÚilizado 

' . .· -._ ' •'.' .. . - . _;~'. ' "·. _. . ' "' '. ' 

extensamente para ,_optimizar el· bombarde~·. d~ in~~i:OP~~-~é'~¡-~·~-. (J~fÍ~,~~o~~·- et.: al., 
''.,;_-;-~ - --

1987). 

OH 

Sr 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 11-3 Estructura química del x-gluc. 

76 



Un problema potencial es la actividad endógena scn1ejante a la enzima Jl-

glucuronidasa de las células huésped, por lo tanto es necesario utilizar controles 

negativos. 

Los gen~s:_":~,~~~~.nos requieren usualmente de promotores para poder ser 

expresad;,s '.;n)a,/~élulas huésped. El promotor 355 del virus del mosaico de la 
··.:.;:,'":;": 
~., " .. 

coliflor ha·-~Sfdo.·;eXt'eilSámente utilizado con distintos grados de eficiencia en 

distintas-esp.e~~·~~-:d·.;:"pia~:t~~~-:·en Ocasiones Con ~n d0ble o tripl.e p~omotor para 

incrementar la~e~~a~i¿:~ dél g~·n (Klein ei::. al., 1988). 
' ,- .· . - ' -~;~:·:,, .-· :/·,':~f;,~ . . " 'e'·~· 1-'- .:~:': 

:;::::~~ilf lt!J!iJB\ll~ifift~. 
codifica para la-enzima.neomicinEt.'fosfotransferasa;·Ia cual corifiere:resistencia a los 

. ,_. ~:'. · ·-, ·.; _,;: .. ·~~·~~}tú~~~:~.~~·~\~~c\'.!J~J.¿::t\:~~~t;~~~it;~::;;.~.il~:~~~-~;~f:;~~f{:!:;Z~~t:-i~~~;t ~i&:L; .. ;;t-~;;·:~;~j~{~~·~f:.;~~~:.~< ·:\,,~:: · 
antibióticos. neomicina; k~namici~a;~geneticinil y;paranlomi~.i~a·. (Pea~I,' 19~2):· .' 

:'.~'.:)~\{t:?J~J~~·}o:;;; :~'·C' ·;·.ci·z~t'~:': .. , ,, . . . ~;~~::~;~~~;~t'.;tl:?;· .. : . 
El tamafto del plásrnid()tambié~ puede influ<?ndar en Ia .,x~resión del gen de 

interés. Plástnid~~'·,ci;.J~~i~J.:~~~J~J'cfy'.~~·0~I~{Q"!~b)~~;~~~~W?~¡~~~·f;bles a· la 

fragmentación dú:ra¡:¡t~--;;¡'" b~trib~~deo; ·10~ qUe· reSU~~··er;_· b~jO~_~i:..ive1es :de.·expresión 
. ·---, .. 

del gen (Southgatc et: n/.,'1995):··· 
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12 OBJETIVOS 

12.1 Objetivo General 

Elaboración de una construcción ·geriómiéa y transformación genética de callos 
. . . 

embriogénicos de alfalfa pc,';.bcimbáid.;~ ·d~partículas 

12.2 Objeti,;C,~ E;.~~cffico;. .•••· 
, ,: .. -t,;_'.-,:-~v~~::::-'~l~~~- · :j;~.,- -- · --

canStr~Céion.-·:·Cte~ ü·n :,V~ct·or. ~qüe :Contenga el gen codifican te de_ la pro terna 

"G" del :;f;Y{ei~·}~v~w1:_::/: · : 
. •·· ·.· ,::.:5·~~,~gg~~:j.:::.:, '.< ,,:, .. . 

Determinación ·.de Ja··concentración óptima de kanamicina para· la selección 

•· '·· ... ~::1:~f f~f~~;i';,~"¡~ ; > . '\ .. ··· . 
Deter~n~ción tparáil"\etros óp~1ln~s (distancia ··d~l; ~ispar~~· cantidad de 

::o~~f;jl~!itif ~tt~l&~f M(~~f~:o:~:: 
proteína. "G''. ,. eCgeri 'él e' seleéción nptll y el gen reportero gí1s.•;, . 

~.•Fr··o~•::~,;:... ;-:,, ~.:>5~_;:_: !'.~~~f";~l~~'..j'.~~j';~'",:<' '.·,·:~.- •,:-:\_-,,,., - ·:·;X>:,~'-·' 
;:':.: . . . :•\:~:t.:.~·;¡\. " - " 

Transfornia~i~1.( d¡;,<;~a'ii6;;':~f;:.i;fÍ¿,gé;.;¡i:~s ·de· aiÉaÍi~ por bombardeo de 
. ,.·.'-·~ :.,:7: :· 

partículas ·c:=orl'el ·v·ector·córiSt:I-llid-0~ ·, 
. -., -- ~· .,.,.;, ... -' -. . .. ,._, . •' 

' . :. : . : .. -~ 
Realizar prÜc~~S ·:.:et~< ex"p~csiÓn .·tra~~toria y pc"rmanentc para Jos callos 

trasformados. 
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13 HIPÓTESIS 

Si se transforman callos embriogénicos· de alfalfa por medio de bombardeo de 

partículas con plásrnidos que portan el gen de la glicoprotef.na "G" del virus de la 

rabia entonces,·. es. posible obtener plan~as · transgénicas que expreseri, dicha 

proteína. 
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1.4 MATERIALES Y MÉTODOS. 

14.1. Materiales biológicos 

Los plásmidos pUC-pSS/pWR-21 que porta de manera individual el cADN 
.· ·' -

de la glicoproteína "G" del virus de la rabia y pBI-121, que pÓrta· .:01 gc!í-1 de la 

neomicina fosfotransferasa y el de la 13-gl~c~ronicl,;s<>, ''füf;ron 

proporcionad,;s.por el .. Dr. Mig..,el · An~el do.it;.i ·i.,im,dél'~t,J~~ato~i~ de 
~'." '· •',/.;.. ·.! - ~ - : ; ;, : 

Plantas. Tropi~ales/y. Salud Humana· dél·• o<'parta~entÓ 'd~> Ingeniería 

Genéti¿á.cÍ~Í·CentrÓ de Investigación y de Esa'.idios 'A.;;anzadós del Instituto 
, . ;' '" . ; .,i': ., :,,•:·~· .. -... ~ .. •,;._.,·" - " . ·- ' ' , - '.. . - . . - -

Politécnic() r-Jaé:ional, Unidad Irapuato. 

Callos embriogénicos de seis semanas de edad de dos variedades de alfalfa. 

14.2 curva de tolerancia a kanamicina de .los' callos embriogénicos de 
alfalfa~ ·· 

' ·>, :: 
Se inocularon 0.5 g de callo en frascos de 50 mL que contenían 20 mi del medio SH 

adicionado con k~namicina, en conce~traci~rí~~;-~~~bj-'25; 50, y 75, mg.L-1 • De cada 

tratamiento se l~icieron 5 repetici_on~, d~-~~~\~-~~Y~ ·g~· tornó- el peso fresco pesando_ 

un gramo de callo" .. y· reiÍ~~a_nd.ci :~~-1 :~·¡·~:..j~~~'~;i~- ~~:.peso del i:nismo cada ··3 días 

durante 3 semari~·~,~p~~:~ ·d~'te~~·in~~;~_-;~-:~-~-ri~~nb:-aciÓn e"n la cual el crecim:Íe~to era 
••• •• '· •• ·; .:'- , '~-· -:: ·.-.:.:· .- • : • • • • < 

significativament~. ~e~-~r :-y:·d~-~~~~~. ;na·ner2 'seleccionar posteric;rme~t«( las: cél~l~s 

transformadas. 
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'1.4.3 Construcción del vector de expresión en plantas para el gen de la 
proteina '"G" del virus de la Rabia. 

EL cADN de1 gen que codifica para Ja proteína uG" se encuentra clonado en el 

vector pUC-pSS/pRW-21, de donde se obtuvo el fragmento Xba 1 de 1500 pb, 

correspondiente a la región codificante completa de la proteína uG" del Virus de la 

Rabia. Este fragmento se clonó en el sitio Xba 1 del vector pBl-121, el cual contiene 

el promotor 355 de1 Virus del Mosaico de la Coliflor, asf como el terminador de 

este mismo vin..is. De esta manera se creó el vector pBI-121/pWR-21 en donde el 

tamaño del plásmido es de 14.5 Kb (ver Figura 14-1). 

Figura 14-1 Construcción del vector pBl-121/pWR-21. Se obtuvo el fraginento 
Xba 1, "orrespondiente al gen de Ja protelna "G" de pUC-pSS/pRW-21 y se clonó 

en el sitio Xba 1 de pBl-121 a"e.indose el vector para expresión en plantas. 

De esta forma se obtuvo el plásmido pBl-121/pWR-21 que contiene el gen de 

Ja proteína '¡G" del virus de la rabia fusionado a el gen de la P-glucuronidasa así 
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como el gen de la neontlcina fosfob"ansferasa 11 que confiere resistencia a la 

kanamicina bajo control del promotor de la nopalina sintctasa. 

.. • ' •:•? •. \ ~~~ .. t~··~•t ..... 11~~·-·~,~·.~· ... ·.·~~-i.i.• ... •t•.11111.:111111111~~··· ... --:, ~ 
~. 

S-1 
TCT AGA 66A TCC ((6 661 661 CA& TCC en Al& 

XNI '-HI 
Figura 14-2 Esquema del plilsntido pBl-121/pWR-21 

A continuación se presenta la metodología para la purificación de las bandas de los 

fragtnentos de Jos plásmidos contenidas en el gel de agarosa al 0.8% teñido con 

bromuro de etidio. 
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14.4 Extracción y P,Ur~ficac.ió.:W. dCl-.fragn~enlo que contiene el gen de la 
proteína ""G". del ~ir.s de 'ª .. rabia y el plás1n:ido pBI-121 contenidos en el 
gel de agarosa · ',~" , " · · · 

. ,~-

6. Durante la i~:~~'bh~iÓ~~--~·~-~c:,};;c6~-·U:~~-~oi'~~~ri~:GF~ ~;,_-~n tllb6 colector para 

cada purifi·c:~i·~~:~~~::s~" llevó-~ ~~b~:·. 
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7. Después de que la agarosa fue completamente disuelta .. se centrifugó para 

colectar el ADN eiÍ..el fondo del tubo. 

8. Posteriorm~n·t~·:~r;·;·~a~·¡irió 1a :·mué:?Stra a la columna GFX y se incubó a 
\::~;.,,_ .. ~· ;;_.__;~,,: _~ -

tCmpe~att.ira -a~biéflt~ :-por·~:n 1:"l'inuto. 
:, -. <·:·!, .. '. º" / '. :}.'~,_~' •".« , .. ''. - > 

--,,.· ·.;:- :t~~_:.'; > ,, 

9. Sé centrifugó en:micx:'o.;entrifuga a máxima velocidad (10,000 a 16,000 X g) 

10. se' desecho';;¡ Úquido vaciando el tubo colector.y se colocó la columna GFX 
' , ···< ··-·, .. "'.·,-- ·. 

11. Se adicicu::::'~6~j µ'~;dél i>iiúer, de lavado a la colu~na, se ~entl-ifugó a 
'1 • \ ,_ ,·-,~ "j~~~.· .. ~-.. >·~~h.··~;' 

máxima v'7!?cidad p~:,~~,,"~,g~~,clos. 
t,~.~y ----.-· : ::J. 

··"·•;."· 

er de(eluci6;:;'(1Órcli.1Tris~HCI pH 8.0, TE pH 8.0 6 

agua est~ril;'.~~d~;~g·~'!J;~~~l~d~~~\~;~~2 , . . 

·"~~ ,~ ::~~V~/~~.::; ... -;~~·_:,·-:;:· -_: ... 
14. Para eluir:··eF:ADN.~e.n~ orma;rriás~··coñéeriti-ada se redujo el volumen de 

~~_;:'.:'.~.';~:~:·r·~:t2ts:~_:tt ~~~/ :~~:1~ ~~- , , ~~·;<~:; ~, ·_ 
elución a no· ~aS._Cte.~,O ji~-·;~.'..~~%~I:~~~~- . .-.\_<: 

: :)·~,~' ~ :.-.~·\~~,(:(;·~ '. ';:"; ... 

15. Se incubó la'-~u·~~ti-~ ~' t~~P~ra'~~~ ambiente por 1 minuto. 

84 



16. Se centrifugó a máxima ve)oc:idad por un minuto para recuperar el ADN 

purificado. 

14.S Ligación del fragmento que contiene el gen de la protelna "G" del 
virs de la rabia al plii11mido pBl-121. 

Una vez purificado, se hizó la ligación de los fragmentos correspondientes de la 

siguiente forma: 

~· 
Sot 1 li:oRI 

PNCS NPT 11 TNC:6 P35S Gicq::mteina G 

Figura 14-3 Cassette de expresión utilizado para la transformación de los callos 
embriogénico11 de alfalfa. 

PNCJS: Promotor de la nopalina sintctasa, 

NPT II:Gcn de la neomicina fosfotransferasa 11 que confiere resistencia a 

kanamicina, 

TNC>S: Terminador de la nopalina sintetasa, 

Glicoproteina G del virus de la Rabia cepa PWR-21, 

E TESIS CON 
JU.LA DE ORIGEN P35S: Promotor 355 del virus del Mosaico de la Coliflor, 

GUS: gen que codifica para Ja beta glucuronidasa y 
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TNOS: terminador de lo nopalina sintctasa. 

Posterior a la ugacióñ'se hizo la diálisis de ADN para extraer y eliminar las sales 

remanen·~~~-· ph'~~~~dÍ·~~in.ui;~·"-~~, ~o_nducción y asf reducir el shock para las células, 
li~· ::;:;:.-~.:::>.:;:":;:S: -.,,.,, · 

siguiendo 1;, ¡.,.,e_t.<=>cl.;l~g!a: ' 
-'~=~·, -. ,,_., 

Se enjuag~·:.:¡¡'ri:~-··~~j~~::~~~~ri c~n agua estéril y luego se llena con agua desionizada y 
·,·.,e - -

se coloca_}~,:,:·~~~~~~~~ corí. límite de exclusión de 0.25 µm sobre la que se agregan 

5 µL del j\DN prev_i_amente ligado. Se deja dializar por 20 minutos. 

14.6 - Preparación de células competentes de E. coli para la 
electroporación. 

Se prepararon 500 mL de las células para introducir la construcción del ADN 

plasm!dico siguiendo la siguiente metodología: 

1. Se inocularon 5 fil de E._coli _DH5a en medio YENB ( 2 tubos) .. 

Al día sigu{~·~te \;~~~~~;~~:;i~ :S ~L del cultivo a~terio~··a :un inatraz 
·~ -- ~. ;/,_--·->_;~: . .-::· .. ~.'~·:,:~J~;·~1~;r;)-t:~:~:\'~·= ··.:: -. ·._- :- · · = -....• -:.: ··.-.-· : .. • _.:;;-

con 250 mi d~ :YEl':'JB_ Y, se incubó a 37ºC por 3 horas _hasta alcanzar 

una de~id1j·-~~@,;~~~i~~,~~i:'.i >:- - . . -._· . 
Se enfriÓ··~i,.~iii~Í~~~:.~.¡~,·~i~iú~~·~· .. ~~·~ili~ÍO. 

2. 

3. 
__ ··~-.~:':_:::~--~:-~~ .. '..·~yi~i·.',:,:r ~ .. ;.f/.-'.:· __ ··:.,,·.,·, ·:.'~·~:.... . 

Se vertió a-b.,teUa~de_·.25.0 m{.yse centrifugó a 4000.rpm én_rotor 

GSA po~l~r,!~~+¿~f(~f~~~~'fr.-·':<· -... ·. c. -.· • _····. - . 

La pastilla se r<;st.lspéndió e~ 50.~L .ele :ogua destilada fría: estéril. 

4. 

5. 

6. Se centrlf~gó cci~C> eri :~Í p~sci4 y s~ re~itÍÓ-e! ~asa' 5 y 6. 
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7. Se resuspendió el paquete celular en 20 mL de glicerol helado estéril 

al 10%. 

8. Se centrifugó como en 4. 

9. Se resuspendió la pastilla en 750µL de glicerol helado estéril al 10%. 

1 O. Se tomó una alícuota de 40 µL y se congeló en nitrógeno líquido, 

guardándose a -70ºC. 

14.7 Electroporación de células competentes de E. coli para introducir el 
producto de ligación. 

Transcurrido el tiempo de diálisis, se procedió a electroporar para facilitar la 

incorporación del ADN a las células, con la siguiente rn~todologfa: 

A. A cada tubo que contenía 40 µL de células competentes se agregó el 

ADN dializado y se colocó en hielo.·" 
, . :__, ._. ~. 

B. Posteriorme;..te.se traspasó'. a' cada,:U;..°;;;d.';' ia;:¡\:eldas :d<;'. plástico. (en 
,:-, ·,'\· .,,:.-- '";.··." -·-,:: 

campana ~e flujo la~im•r) la· mezcla. célula~~ApN en. hielo: ..• 

Se colo•d~;~~~t;~:~~}t:{;~i~~l~ ;lec~~pora~~.r i~of t;~~~~-;~f~,ft_~~~dió .·a 

electrOporar. eri ta;S· sigUientes éo~diciones: 24 kn; capaCi~~~_cia'~, 330 µF 

y un voltajé~ 4¿~j;H~~> . ~:j~.J;;f • · 
c. 

Se adicionÓºa ¿;ada- celda SOOµL de medio SOC y se dejó recuperar a las 
;·:,.··/···.·, - .'-' --~--:-.··. :<~d-~"';:; ·"-''. ." -

. . . --"~~·· .. · 
célulaS Po~. uri~)~c:>ra con agitación a 37 ªC. '.~~~;:::"' '.·.-: cº'\?;~;t;:·j~t¡(:· 

D. 

E. Se vertió todo el contenido de las celdas a un tubé._-el'pend_c;_rfi1uevo. 

F. Se dio un pulso en la centrífuga para bajar la -pasUlla _que_ contiene al 

ADN. 
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G. Se desechó el sobrenadante y. se re~uspendieron las células en 
. . . 

aproximadm:nente lOO~L de. r:nediO SOC. 

H. Se colocaron·SOµL .~e.:·c·~lulas.e~<.placa~ que contenían kanamicina (50 

mg.L-1). •:' . ·, .. ·\, ;.\• "·/ 

J. A· Ja ·P-~.~ ~,~~:: ~~~~~~¡~~:-f ~-~,:~~~nti~;:~.'~~·cisit.iVO: qUe ~~-i:iti~.~~ _--~é.IulaS ··Y el 

plásmido ·~~i~i;,¿;~';·'~,i,:~~~~~l ~ei~ti~~ ·que· tl~ica~~nt~··contiene 
células.·:: 

]. •Se incubó a 37°C hasta el d!a siguiente. 

Las células que crecieron en la selección con kanamicina fueron únicamente 

las transformadas. 

14.8 Transformación de células competentes de Escltc_rii:liia coli cepa 
XLl-BLUE con los vectores de expresión (Belser y Hyman, 1985). 

1. La noche anterior a la transformación, se inoculó E. coli XLl-BLUE en un tubo 

-
de ensayo con 5 mL de medio LB y se incubó a 37°C con aS;tación: 

. . ;~.-*:·: .··.:.-~~-:'-.-- ·~-

2. Al día siguiente, del cultivo anterior se tomó 1.mL ·de· h(SUSperi~i.ón bacteriana 

y se inoculó en 50 mL de medio .LB fr~¡c~:· '.:.·. .:: .. :;" ··,•};:,·::'cf~'.;t'~.;J; . 
. -,··:_. · .. !,-,';:. ~'-:.:::,:- :) .\.,,·'·~~;'.Jh\/i{j:~;, ':-~~{:.~{~~'..; :"' ' . 

3. Se incubo a 37°C con agitación.: La ~eru;idacl•óptica'a 650 nm fue verificada 

: ::~:::::::::;~f ?~iítiJJ~t:""'~ y-ooruvo 

el paquete celular po~ ce,;~,:.ifug;.~iÓn' á "5;00Ó r~;.¡.;_ por io minutos en rotor 55-34. 
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6. Las células se resuspendieron en 20 mL de CaCh O.lM estéril. 

7. Una vez résuspe~dida:s _la.s ~élUiaS~ s~ ·i~cub.ár<:1~' cn· l~ielo p~r 20 minutos. 

8. Enseg~id~ se obn:.'~·o .;;l paqti.;;te ~¿lular pbr C:.inti-ifoga~i~¡., ··~ 5,000 rpm por 10 
, «;..- "--·. '-. ,• . "'. -· .. • .. ··-,.;' ... ·""' _,.,,_ ·V .'!'·. ;--- ./. ,._., 

minutos ~n •. r\~~:~~~{":: ,.:·;2>~·~·:,_:'·f~::;z0:·;i~~¡;·_F:·_E ·~t;·;·',·) .· . ·.· 
9. Las células se resúsperidieron'en·0.5 mt;'·de'CaCh 0:1M estéril. > 

lO. Despué~-dEt1~~i~*1i~'l~~~~~l~i~tt~~~~li~~~~~~;~~tJ~'.~~t-~ h~r~.··. 
11. Se añadieron de · · · eLpro.duc;to· de_ la .. reacc::.i6n.de)igaci6n a 0.1 mL de 

-~::\::'~. ·.:,~J§{:~'.:;~~~-- ~$~;-~:;·j~·f;%~:~'.:,~~~6;i~_; ;;~1·~;'.: r~;- . ~:~-, 
células campe~~~ ,... , r<~·;,:,~~·c, '.~~~t;J,~~·i~~f:}j'..:~ .. ,;~ 1~-~·:_ '_\'.;{ ;:/'. 

12. Se inc~.:1 ~b;S!~~~~E~~~~-~;J'?·2~f~!!~-~~,~-1~·:J(~·~; ,'• ::,'.• ;.J~;. ,:• ··.• : .~. ····. · . 
13. Posteriormente;;se'2dio·--un··1choque (térmico a" Í'~~· ~~~l~l~s· ~~l~ándolas a 42ºC 

14. ::::~:ci:ifJl~i~l8~~r~;1,~~~:1~;:2se'~·ñadi6.,1 mL de medio LB fresco y .se 
-" .-:_ .. -, ·'.,.~;~ :'o;:;>~.ic:-:,·~' ~: 

in cu b·~rón--~,:3:7:~C·::;~~ ~ ~.·.~·. 
-~'":_ 

15. Finalmente; iJ.i_rnLi,de las células se sembraron en placas de medio LB. 
·:·,..··' ' 

i;;':,··,~- ,,, , -. ··,~-·~~;-' - -· --

14._;;i'Í\.fiJl.i~.:eparaciÓn de plásmido pBI-121/pWR-21 

Una vez '~~~~ --~~. o~~~ieron las células transformadas que contiene~· al· plásm.Ído 

pBI-121/f'cV\fR~2l se.procedió.ª realizar una minipreparaci~n para.corroborar la 
-· .. ,_, 

presenci~\'~~_'.}os •· fra~entos. constituyentes .. del plásmido ~, -~sr;;ve~ifi~ar la 
,;i·~:j\~:" 

obtención'<l~l pl,ás,.;:;ido, por medi~-de la siguiente rnetodol.~~ra;;-~ '.'?> 
1. Cr~~~r· un 'culti:,:;.ó de las·Ú,lulas· trahsf,;rrnadas de ·2 rnú' ·t~'é!á la noche en 

· ··-.<·~,, · ~ '°-,_,, ") ·.;-·~- · ·-- .>~.. ··z·:;:_;.,.-. ~ _:·~.::,'·(· :_,.;k:·~· 
medió LB C~n· el ántÍbi~·tic:O ~~P~ópiá·Ct~~. · <'···e_.,:> ) 

2. Pasar el cultivo a un tubo eppendorf y centrifugar 30 seg. 
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3. Decantar el sob.rcnad~ntc dejando ~proximadamente 50 t.1L de :r:ncdio. 
-'.. . 

4. Resuspend~r compl,cta~c~tc el p~quc·~~: celul~r:en ag~'! ·~e~onizada eStéril. 

Agreg~r :300 t.~L~:~:~, .-'~ENS~~ me·z~-1~~::~-~~a~·~~ri-iente, e.· iricu~~r ·. ~Or. s. · min a 
''.·,:..>;' ' ' • -.._ :. , - -

5. 

6 7:5~g~~~i~~·~¡~~1~É::~::: .. ~ %, " 

7. In7-~~~r-~~ ~~\e~~~~.~~~ .. ~.-~~.?···~-·:~( : ~-:~t-

Ce~td~~iZ,t'f~~:~;~t?~~~-~2: ' i . ·. . .· 
8. 

9. Transferir el. sob.re.na~antc (•550 ~·u ~prox.) a• ~n tubo nuevo.· 

w. :,:-~·~:g~t~~;:~;·f i••{i~.oa; ; ~=p=w<o omb;en~ po< w 

11. Centrifugar por.: 5.mÍnútos a temperatura ambiente 

12. Decantar el sobrenadan te.y agreg .. ~ 700 µL'?e étanol al 70 % a: temperatura 

ambiente. 
:· ,· - ·: .. · ·. ', 

13. Agitar brevemente y centrifugar 2 min. 

14. Decantar el sobrenadan te y centrifuga_r 5 seSU:_ndos. 

15. Aspirar las últimas gotas de etanol al 70 % con una punta amarilla o pipeta 

Pasteur, tomar todo el lrquido procurando no t.;c,.r l;. pastilla:· 

16. Secar sobre la mesa 10 minutos. 

17. Agregar 50 µL de agua desionizada estéril'o.TE.Pl-i,.8,~0)'. ~es~~pender. 
~- ·,. . 

18. Realizar un análisis de restriCción ·del· AI?N:·.~-~~teni~O:_··éo~·-.-l~s enz.imas 

npropiadas y llevar a cabo una electroforesis en ge1 de agarosa al 0.8%. 
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14.10 Extracción y purificación del ADN plasmídico (Sambrook, 1989). 

1. Se cultivaron en 250 mL de medio ETB cada una de las cepas bacterianas 

conteniendo los vectores construidos y se incubaron durante toda la noche a 

37°C. 

2. Los cultiyos.·.~~~:,-~~~-trifugaron al día siguiente a 5,000 rpm por 10 minutos en 
r<,°.;',~ .::e:; .• .. 

rotor.GSA~<~ .~:·.~f~:.~;r~·: 
- .. -,·<.::j:¡'.;¿_t:<,~-~ . ,.;-·_ .. -·:·. -'. :.,·.- ' - .· :· . - .. - . -

3. El so~rena~ante se ':fe~a~tó, yd~5:pués se añadió a .cªf a paCiuete celular S mL de 

so1~cí~n .• 1(s¿2~.~~,:¡f ,~}d/1~~~,{~~I i~S,~g6~~~:i;~;~j,;&::~f 'E,o~ ~ pH 
8.0); posteriorrriente laS"Célula~-~e rf!s~spendiei:Ori_c_on'pipet~_PaSteUr.:,··.·, .. 

: -: : .-:<~~T~~-~:{t:}~·;·'.;f;~-~?--~~~¿1~!::,~~~t:~F:7?;~~~l-~~;YNi:';-~y~'~iEit~~~~i~:~~:3~·~;~~~~·:iJ:.{~SH;:~+~ Z;~;á~ \:;~~~ ~ :·~~·: .. , ' ; ,,,_: ·. -. 
4. Enseguida se pusieron::lO;mL de,sóltJ,ción II W.2N de .. Na.C'.?.H .y.•1 %. ,de.SOS). Se 

·. -.··f ~: ~'.i: :\<\~~.:_,::~\:~~j::t~,: ·~ri=.~;~~}~.:t.~?1~f~·:?·:.~y~~\~t~:{A~1r:~~:~i#N~~;~:~~·~~· ~~~;::~r :1~~,1-'\:<s·:~~~-:\;;\ :~;-_:· ·r.·,./· _ ~ : , .. 
agitó suav.~m~n:t~.:.dej~~:~~~~-~p:~~ª~:«~u~~~~é~-~.':.~i~;t.~s,:~~t~mp.er~·.ru.ra ~~~ient_e. 

s. Se añadiero~.·~s •• #~·~~'.~~i~~i~;.fü··+~~f~;?Jf~~:{~f;~~~~;-&·¡.~Í,~.~{i,c~~¡~~·5M) 
agitándose·~~-~~~~·~it~~~·-:~.: ,--...: ·.-»:;._T·:~:.}<o·.;:!~:.· ·:,:;.:. :·':·.:r;· :·\~:. .e>¿.·-._ 

6. Después de ag~tar, se inc~l¿;;t~1~,i~i~~;~~~~ji~t~~.-~~l~. , ... 

7. Posteriormente se ·centrifugó én rc>tor GSA'a 5'.000 rpm por .10 minutos; 

: : :::::: :o:~!f~~~::::~:::•ubodo '°~L. 
10. Enseguida se agitó,yse ~ejóprecipitando a -20ºC d~rante 30m~nutos. 

::: : ::::~:::::t:º·::O~~~i1i~~~?~a::::t:: ::s::::::it·e~~3 mL de füO 
:-;· -,'~ :-; .. "·º.-~ 

desionizada e~·tériÍ/~d~~,á~~·~~·'aft~di~r~¡:¡ 3-~L ~e~]~~'.~¿; 'de Úí:iO SM helado. 

13. Se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 minutos en rotor 5534. 
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14. Se tomó el sobr~nadante pasándO_lo,a un tubo corex de 50 mL, se añadieron 6 

mL de ·isopropanol_· helado (-_20ºC) y. se centrifugó a ·10,000 rpm durante 10 

. •'. ·_··- ... :· . ··;.· 

posteriormente se centrifugó durante 5 minutos. 
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25. La pastilla se favó con 200 µL .de etanol al 70% helado (-20°C). 
- . '- .· 

26. El ADN se rcsu~pendió .cc>r'Í 100 µL de H2C?: 
27. Finalnie~te, ~ .. para·". e~~mina·r :: el: ADN · plasmídi~o-- obtenido se hicieron 

res~icciOnés_~~~'.)7~~ ~~~·o~·~ii~~~:-~:'.~~-~e~tric~ÍÓ~ .ade~uadas y electroforesis en 

... d• ·~:yfJ7~~~t~~ ;:;¡ • :.'. . ,···.· .· 
14.11 Prep&lrilcióñ-de .. laS ·partícula"s ~de _tungsteno. 

' .. :;"·) ~;-;i_t'.';~1!~~~-f iflJ~~~l~[J~t~:t~0:f :.;{~~f >? :~. ~;: -~ --~~~~-~-'~~:-\·<.: :_ ~ -- . 
1. Se pesaron'60.::mg;de.'partfculas·de•tungsteno de 0.4 µm de diámetro (M5) 

·· ;,·· ?: :--~ ~;~.{··:: ~~:;:1~~:~-~:T¡-:í(.~_?~~~,1;;/{3'.>;:~--;,_::~[;:i? .;:Vi~t;·¡:f:/: ::; 1 < :' . ~:~ .. ~ ·--·.:_ 
colocándoseéri uI\ tu loº decentl"ífuga de: 1S "'L · 

2. Desp~~~z·:~;~;~~~~:~·,;zt:,~~:j.i~J;~o'.1á;;isesonicó.en hielo durante 20 
;;_- ·:~:- >:~~~~:~,;::~ ~:~~'.~~~:~·-:-~-·t'_·;"·: '">·>.{:.,;~;· "'" .'/~\~·'' 

minutos. <' i'~r-·i·~. ,:::_;~,·> ;~J~ . ..... _.;;.·-.: 
·~::.:·:· ;/~\)0 ~ - ·E:j. {::.:.--. -. ·- ,_.:<·~~:~·~:.~::.~-.. :_; .:·-:'.«·;,';: :. ,., .. ~~' 

3. Posteriorme~~~;_;~tli~~~;f1.¿.j~ij;,ti,t~i!ifat~-t·.~L ~e ~gua desionizada 

estéril, la mues~a .se tiaffifirió a'un tubo'de 2 mL'y se sonicó brevemente. 
. . "; .··' . o.- e:.·._ .;-;-~·~~~··. ·~::-:.Z:.ú.-~~.f;lp.;<-1~~:~:· \·<··:.-~'.;;~ -J ... ~~:r::::':.:';··, e:; ·:;e·:' ... '··. . -

4. Las micropartrculas se é:entrif;,g~r¡;¡;" <l~'3o'~i,;g'.;:¡;,dci~ a· io;ooo 'rpm~ . 
· - _ ·~ ·. · -~- :::;-.-::.: ___ :··"\.f.~ ~~t:r~--~:'l)~ILJr~:~~~;~~::J,~ft<~::'.i~~-~;-~~~:.::;~ ... : <::..\ ~~ .··_~/~ .·;,. '. .- ,. 

5. El agua se eliminó, se agregó lmVde etanoI ·absoluto:y-·se sonicó.brevemente. 
· . · :.·_ ::- ---,;:·.:.--"\~'.:.~~):;;~{~;~~f ;~1·~~~~17~~-;~~~~\~:tL~,~;~~~·-.:~:::"l~:--:?~~:.t;!:'>.::~:.~.~ --.. · 

6. Se centrifugaron las micropartfculas 30 segundos a 10,000 rpm.·.:,;· · < :_ -.· ~-:: :\c!·~f ~~!:·~~;~~~;:J;~~~{X~}~~Í~.t~?:~\$~~./ff:: ~-~pfü'.·'.:•i/;·;}7·:';>~~· ,: : .. 
7. El etanol se eliminó, se. agregó'. 1,ml:' de,·agua::desionizada:estéril y. se sonicó 

ª· :::::~::~ 200 µL d~Ja ~~~~;~¡ I~;~~1~í~~~l~~~[i~~~> · .. 
·: :.".·~>:.~,.,';_,/~.: ... ::;::·Y.<;:-.}~«, ... ···:~._,,~·t>_.:-._·~···,: ... ,_ -

9. Después se agregaron 750 µL de agua des.ionizada estéril a cada. tubo. 

10. Finalmente los tub-~s se al~~cen~:~~ a -2Ó~~> 
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14.12 Precipitación del ADN (Klein et. al., 1988). 

1. En un tubo epp~ndorff se ~olocaron 501-1L de la suspensión de micropartfculas 

de tungsteno, ·después se. agregaron los siguientes rcnctivos uno a uno, 
- ' . ' . . -

agitando bi~n-.1~~5-~;;~~~ióri ~ntre adiciones. 

2. 5 µL de.ADN·.·(l~g.:L~')-:E.,;ita~ quee.1 ADN se mezcle con las.partículas hasta 

3. 50 µL de cloruro de calcio 2.5M/ .· · ' ·- .':' -- \:."- ;·,:;·:\,_ ·"!:~:~.:: ·, ,;,;;:._. 
4. 20 ~tL de esperrnidi'.'',' .?}r-;;~~j~!JL>~c; ~\Y 

5. La mezcla se a~it:.~J:.~:f{~~Jct;íf~:!~~.~ff: . . .·.· 

6. Posteriorrn~nt~·--~-~-~~~tr~.~ú-~6-~~.~~~~~-1?_:·Se~undos. 

: ::::~;;.~i~i!!~:~,:"'~º ~m•n•n,. 
9. Finalmente.se aplicaro'rt2s.·µL· de las micropartfculas cubiertas con el ADN en 

. '... ' .. ·,·-";;~_'o\ .v ". • , •• •" 

el centro del fijJg;~:i l:io'rnbardeador. 
_- __ ,,¿_:·~ ~,,., .-,.-~::");~:- ~-:',,!\.·: 

>t·1; :~-::.~-{~:fr·: :~t~- ·-- 1-

14.13 º°:~~·~r~~~::~Oi;l:·~ic~oproyectiles de tungsteno con pis.tola de baja 
presión .. y:.~·.,:'>J'::.;:-.;.:' ·· '· 

La transformació~':s~J~~v¿'.,i;~abocon el plásmido pBI-121/PWR-21; dicho vector 

porta el gen de fü's;;:~~k~gi·~~ :-(:; .. del virus de la ral~i'1 b;.j~ ;,I control del 

promotor 355 deiC:;.My;:~deinás',del gen de la J3-gluc:-:roi2.id'1s'1:bajo control del 
·~ :">'.'.::~::.>:~·,.,-;::f'<~·~.i~·''. . -,. . - .- ..... - -. ·: .: ·i .. ; ~:?· ·" 

mismo promotor," además del gen',.de la_ neomicina fosfOtransferasa 11 C¡ue ·confiere 
· . -~·:":::-.:·-·--·-::::·.'-~:;:_:.:--.-._,.-.-,.< .... ?:-~:~-."-.:<. . · ._ ·-r,.. .. ·~_,_ .. ·1·:-.:-'::.~.:·:~:;,:-:_·;•··.::.·( -.• - '~·,"· 

resistencia a kananlidrla bajó ~ont~ol del p:i-omo~or' ·de 1a· ñój:>álina' _sifltetasa. 
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Se tomaron 2.5 µL de la solución de partícula~ cubiertas con el ADN 

plasmídico y se colocaron en el centro del ·cút~~ ut.i~~za_~~- pára eÍ ·~isparo._ La 
,_-·- .-.-· ' 

transformación se llevó a cabo coft u~~·;p~~~i~~-~:~~~,~~J.~~.::~~~.!~?,;P:~~-~~ -~~a distan~ia 

de 13.5 cm entre el filtro y el tcjidobla~~º~:~z;~;¡;~~~~~tt;~~~;B;~p·Uy,~ Xi ·• 
Se tomaron los callos embriogénicos de 2•días'después'del•subcultivo;·los 

::·. ·::.f ! >. --y:.'.!f'.;{i~~~i~.~15·tiY.~i:;t~~~~~~~~t:~~ji~~Y~f ;~~S~k.:::f:i~Y~~·,}~-~,·~'. .'.·:: :.:: .. · .: :_ .. 
cuales fueron colocados un día anterior· al bombardeo·en·cajas de-Petri de 60x15 

-· :· · . -~::~:-; :~-~ · '.:.~i·;: ~-}t~:~··~ ';;~~~~,~:;-~0¡is~~~:~~~·:'.-~~~L~~~~i'~~~;::;~1~~.t~-~~fi;:~~:i~'.~f:~ ·:~~'-.;~--~ .-.. ~:~:'. '., ·.-;., · · 
mm con 15 rnL de_rnedio,_p_ero,gelificad9s_coI\.'.?.7'.-g.L:~''de_~e!hin®:?e,!=olocó una 

-~ ·· '-:~--~:: .:;;: ·. ::\~-~,~J~ ~·~ \'.~;.~':;~,?,~!~G;~_:.~~X~I~?\:z-·:;'~:-~~~:f-HAt~;¡~-:::1~".r::'.;!~;:;fi:;.g;¿F:)~i;:~- 1'.-!.~,:~:.··:-'·: .- ,":· :,··: 
porción cxtendida_._de· c_allo,_embdogénico ,de; 1,cm __ de-diárnetro __ (una capa: delgada 

.<.- ~- ~ . .\-i :~.~:\'~? :~;;['.· ,'.-_)f--~:~'~;f -~,~;y~~i0.}:1:.:7f {&j¡;~~:_!}('.:~f '.-~t~!J):;\:;;~7?\:<F:1::~·;fti :·; ··:·, ~ 
de aproximadam~ntc>3{rnm't ";!,.en"Ye~(centro:-de'·:;.la-.~Bja~. Una· '•ez 

. . .: . · ,....--. ~?~.:t~::~;f:_;~~~;~f~~~~~·~1~~I~·> . é~f;~~~¿gr?:g~::{~:.:~.:~\~};\~ 
bombardeados. Jos··_callcis:':se·:se aron~ as.:ca1as1.y;se.·:mantuvieron .-~n·',Jri~~b:a~ión a 

. -. ~· ~~ ".~'.~\fa~!:\:-;>;~{:?~~~:_.;.~~~j:~~:~~;~,t~?:.f~;t:~~~:}EJ,1f :IiF~;0t~::?i~F4~:~-,/:;f~~'.:-,;, \7:i~. :: '-
27±10c con fotoperíoélo-de:16 h Júz/'8 horas··obsciirida'Ci:; - ' 

•·'";;;O·?f.;?/·o-:~-;;:,¡f,_-:.. ... ' _, .• ··;":;;i-

DOS días d~~;i~}~~f~tgrnbárdéo se eligieron a ~r~r;;~nos cuantos callos para 
:···:.' ;~:·.·'::..":·:-. .~.::.,' ··):- _;._ ·; :,:':' : .,, ~. . _,·. _-;::.::.:~·<;):~····· ' 

medir la expres-ióri.-- Ír~i~SitOi=iá~¡dé-iiils;·Y,):6~··'.·deffiáS-.'._fuerOn ·colocados en medio de 

cultivo adicionad~ c~~i:=.:.~~i~ifa~~i':~;::~-~lec~ió~ de las células transformadas. 
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14.l.4 Determinación de la actividad de Jl-glucuronidasa por el método 
histoquímico Qefferson,l.987). 

La prueba de expresión transitoria se realizó de Ja siguiente n1ancra: 

1. Se colocaron los callos bombardeados en Ja solución de X-gluc• y se incubaron a 

37°C por un periodo de "12 a 16 horas. 

2. Esta soluci.6.,:··s~ ~-~-s~~~':ó··Y.se.)~Ya'r~1:1:···~º~ c·~iJ~~- ~os vCcés con buffer "Z"• pH 

7.4. 

3. oespué~·.s~/'.~~~·)f_;~~~~~!,i~~~~fí .. ~j~;·~~~;~~;:~~r-.··•··•.• ... ·.. · 
4. La clorÓfila sc(euffiiriió:~éOn":··una·- ffiéZC1á~'de··acE!tonci-1netanol (1:3), lavando con 

esta solució~Ti~~ f;;¡i~¡;tj'.;'~i~tie~;;,~~:¡r;i~~·haciendo varios cambios de la 
<!~··(:. ~":·>:·.-· _:\ . ,..•<- ·:~:~: >'<. ~~ ·:·.'~-:::~·.<. ; . . ··::: - . . :';·_·:~-... " 

·-,~"': : , 
mezcla. 

5. Después de 'qu_e se'obs~rvó-~l. ~olor azul producto de la reacción, el tejido se 

lavó cuatro ve~~~-¿:~'~ b~ffer ·~z~ .. -· 
~ . - - . . -

- . . 
6. Finalmente, P~ra ·ca~ervar los tejidos, s"e cubrieron con glicerol al 50% y se 

almacenaron a 4ºC*. 

* Para su preparación ver Anexo. 
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Curva de tolerancia a kanamicina de 
callos eni.brogénicos de alfalfa sin 

transformar 
Transformación genética 

Construcción del vector de 
trasformación 

Extracción del gen de interés como ~n fragmento 
Xba 1 del plásmido pUC-pSS/pWR-21 

Análisis de restricción del plásmido 
pBl-121 con la endonucleasa Xba 1 

Método químico Ca Cb 

.. ... . . .Introducción del plásmido 
· pBI~l21/pWR-21 a las células competentes 

Minipreparación de plásrnido 

Maxipreparación de plásmido 

Transformación genética 

Ensayos de expresión transitoria y estable 

Figura 14.4 Ruta crítica para la transformación genética. 

TESIS C'rtN 
FALLA DE OÍiiGEN 
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l.5 RESULTADOS Y ANÁLISIS 

15.1 Construcción del plásmido que contiene el cassette de expresión en 
plantas con el gen de la proteina '"G'' del virus de la Rabia. 

Con la finalidad· de confirmar que el gen que codifica para la proteína "'G"'· del 

virus de la rabia fue incorporado en el plásmido pBI-121, a las células resúltantes 

de la tráns~orinación caracterizadas por formar colonias de color. blancs~; .s,e l~s 

realizó ~n MINIPREP el cual consiste en extraer el ADN plasmfdic(),deI,'.;e~'t':',,del 

material génético, con el cual se realizó u~ análisis de r~stri~C_i~ri .. g-~n~f;i¡;·¿¿, . -- .... -- . 

extremos cohesivos para confirmar .la presencia del inserto, ya_ ·~ti~::'~S~~~--_ti.PO; ~e 
. . . - : ' .. · ;~:' .-. . ' -

enzimas reconoce sitios espe~ífic~~ en·Ja s'ecuencia del geriom~~- CÓ":_ I~~ firi~~-i~ad de 

verificar lo anterior s~ r~áú:il>·.- 1:1" gel: de agarosa al 1 ~:<:,e.~f,I~a~cl'6··- las 

endonudeasas Xba 1 y Xho 1; ', 
;--;;_--+\" 

En la Figura ~S:l ~~~~i~~,; ~n el primer carril al marcador d~ pe;o ~{;le~ular 
~· -

proveniente del I~~itrog,;~ 1 kb plus ADN Ladder . E~ el se~'?do carr,il ,;e ~~Jocó 

::::~::.:~·::~f ~j~;~~~t:Ji~~~i~~1~i~I~~~: 
peso corresponde.-al inserto de aproximadam'ente_l.5 Kb; mientras que la '_de· rri.ayor 

:}:f~~:::~~w-::?}:_1~f1i~,~::;p?:r .. ~~~'.~~:;e~-~~:'.:~~'.-~::;}:_~~-;:_(\~iJ~~\~fit{:~~~~~{¡~:,,;~tXi~:;.~~~:~~;~tJ~::/;1~Q\·j.)~}S;~~::~;~-::· . 
peso corresponde' al: véctor.: pBI-121, de.' aproximadamente:; 13 c,Kb;;c,EJ,Stercer• carril 

• • • ::: ~e~ •• :'.;.~~/.;~:;:~:;'.;:·:~'.!~;· ::~~~~~-~;)~~~~-~:~~·'.,t~~L~ '.i:~~;?:-~:;~=;~~~'?t ~;:~~~71v~ :~5:;: :E)r0.~~~ ~? .. ~~~~~3:~tf ;~;;·<F~~t-. · .:,:: ::~ 
corresponde a la misriiri soluci~n,'-Ja cual.fue digerida ·dui:-ante ~na',hora·a._37~C_c~n 

la endonucleasa xi~l; ~;,;~ Iii cJ~(~é'..6b~~s~·;iia':~Ia ,~ª':'~~ ~~~;~J~o[.;diénte .al 

plásmido lineal de apr~ximad~~.int~ 14.~ ~~; . 
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1.3 Kb pBl-
1.21. 

... 

1.4.5 Kb Plásmido pRl-1.21/ 
pWR-21. 

1.5 Kb Glicoproteina 
"G" 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 1.5-1. Análisis de restricción del plásmido pDl-1.21/pWR-21. con 
endonuclesas de restricción Xho 1 y Xba 1 en gel de agaros.1 al 0.8°/o. 

Una vez confirmado la presencia del inserto de interés y con la finalidad de 

multiplicar las células y obtener una cantidad considerable de ADN puro se realizó 

una 1naxipreparación (Brown, 1991), ya que es necesario que se encuentre lo más 

puro posible para poder efectuar el bombardeo con micropartfculas y conseguir así 

la transformación eficiente de callos embrigénicos de alfalfa. 

15..2 Curva de tolerancia a kanamicina de los callos embriogénicos de 
alfalfa 

Para sck.>ecionar las células transformadas de las que no lo están, se utili:r..an genes 

que confieren resistencia a antibióticos o herbicidas. En este caso el vector pBI-

121/p\NR-21, cuenta también con el gen de nptll que da resistencia al antibiótico 

kanamicina. Por lo que se realizaron curvas de tolerancia a este antibiótico en 

callos no transformados. 
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Como era de esperarse el mayor crecimiento se obtuvo en el tratamiento sin 

kanamicina. También se observó un comportamiento similar para el tratamiento 

con 25 mg.L-1 del agente selectivo, aunque con una disminución de peso no 

significativa para Ja selección. En Jos tratamientos correspondientes a 50 y 75 mg.L-

t se observó un crecimiento muy deficiente ya que a estas concentraciones el agente 

selectivo no permite el desarrollo ni Ja división celular, además de causar la 

oxidación en prácticamente todo el tejido celular (ver Figura 15-2). 

--TO 

1.1 -•-TI 
__.__T2 

1.0 - ... T3 

0.9 

I o.a 
$ 

~ l tÁ ~ 0.7 

0.6 _Ji:;:~ J-1=r-
0.5 

-2 o 2 4 6 8 10 12 14 16 
Tiempo (días) 

Figura lS.-2 Curva de crecimiento en selección con kanam.icina para callo 
embriogénico de alfalfa obtenido de tallo; comparación entre tratam.ient.,._ TO O 

mg.L-'. TI 25 mg.L-1 , T2 50 mg.L-1, T3 75 mg.L-t. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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En cuanto al· callo cmbriogéni.co de alfalfa obtenido de. peciolo se observó 

que al aumentar la Concentración de· kanaffiicina · diSminuYó el. crecimiento de 

manera propc:>rci-~~al. , A~nqu·~· los. ·tr~¡amien.tO~'~. co~ :·_ ~·~mi-L·t ... ;:·y.:·. ~smg.L·t 
- . . . . ,,, '_,. ...... '.·"'.,. ··.·,. ··'·. ,•,' ..... , .. no 

muestra difer~ncia· ~i~~i~i~a.ti~~· ~~h-e._~{ .. ;·~·:.~~~~t~'.'~j~'.:~~s~~·~ói.~o:y·:dÍ~ÍSi{;~. c_;l~lar 
(ver Fíglira15C3). Al. igual qte en el.'ca~() cl.;1 ·~~pla;:.té d~. ta11()· 5¿ presentó Ja 

• • • r 

oxidación en_ el tejido c~Iular. 
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1.4 

1.2 

11.0 
~o.e 

0.6 

TESIS CON t 
FALLA DE OPJGEN. 

-•-ID 
-e-TI 

04-+-~~..,...~~..,...~..--,-~~-.-~~-.-~~--..~~--..~~-.-~~~ 

-2 o 2 4 6 8 10 12 14 16 

'lienp:> (días) 

Figura 15-3 Curva de crecbniento en selección con lcanam.icina para peciolo; 
comparación entre tratamientos. TO O mg.L-1 , Tl. 25 rng .. L-1, T2 SO mg .. L-1 , T3 75 

mg.L-•. 

Con base en estos resultados se determinó que Ja concentración a la cual se 

observa una marcada dis1ninución de crecimiento celular para ambos explantes es 

a los SOmg.L·t de kanamicina. 
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15.3 Transformación genética con micropartículas. 

Se realizaron 280 disparos con la construcción del gen. de 1a· proteína uGu del virus 

de la rabia; En -el bombardeo _se evaluaron vélrios parámetros (distancia, 

concentración de ADN y cantidad de callo) en donde se obtuvieron los siguientes 

resultados~ 

Al re~liza.r un. s'?lo .. dis~aro a c~da .ctlllo ·:~~~ri_'?gé~~~o. 5~: ~r~vo:~o.· el menor 

daño p<'.>sible a la~ células p¡,~ l;;que ¡~ cantidad d~ ~élul~~ iTiii~rtas déspué~ del 
'· . . - - . . : . '· . . . "· . ·' . . . ,_. ·. ~. ' . . . , - .. . . ' -- ,. ' ·~ . 

disparo f.;~ "3rl1i~~ .t~I:c~~o}<:> descr{~e J~H~r, ~.99l, ., ;, , ' 
_,,~--.--~_-,;; ··.;;·:,: .• ·~- --,·\.;,·,_· _,; .. :·e";,~~~:_,,;- ,.-¡: "~!:j--

::::;;~~~~~lf f il?lltf lllll~Ili:~ 
mismas. Tamb~én ~füé- ·.~mportarite~_évit~I-;lla "aglofyleracióii::·d~:.IaS ''partfc.Ula-s: pOrque 

-.. ·-f,~ ::.~~~--- ~--\~s(--~~~;{-fr.~;~~,~~:~,~--r~~!~~i~if&~~~-~~~:;r::-}";~~:~~; .. -.:-~·. 7 :-.~:-?:·-.:·:._q~-'.:;/,..::~-:~. -~F~;_·;,:::~'.::~, 
así se pudierori'dispei:sar.en eLtejido'celular y.iitransportar elADN~a las éélulas de 

:- . .\~<1~_.;·;:,~~~~~::~:,::s~~~,y~~~~i~ici~~¡)~"fl:~~~g~~~~~tfüi1~~~~~~~~=::~~~~:~~~5~;y:~fJ~::.'; -::; __ -:· ::~··:\:·; :_;:;;~-:,.:-.}~,::. · ·. ':\~-: .. ~-::.::: · ·, 
manera eficiente de aCuer~o.a· 1~-·~e~C~it~'pOr,Sollthgate, 1995.·"; . - ~>•.:: . .--. 

< ,.· .• ;~· .. ~rt;::~~~t·~tJ4<lr~~t~~:1f1'!f,f,~~:~:,'_,·, :. . ... ;_·<•··· ~·;.::-:~ .. · •. :·~<···· 
El tamaño de partículas: de;tu,ngsteno:.utilizado (4µm) 'resultó 'efectiva'.ya que 

:·:{d :_; . -~'.~(,·~~;:~~~~;h(~}:~~~-S~JJ:~:#l~t~;~7i~*~;!Ji~~~}"j~f~~:;~·,. ~·s-·_,:., -:"'-·>~r:~:. ~ -;,.\"~s;¡~;;tr;}g::{~: _; >~~.::' 
lograron penetrar, en: la }' pared,y~.Ia "membrana,:, celular. y.: así:. transportar ... el 'ADN 

. · ; . .". · .. ;"(:~; .. ~;~:-~ ,:~~)~~·7~J.t;.j·~~f{'.f:~~f~~:[~~%~<1t;~t·~~{.~:~-.~; ·~-~:\~;>~·f ~::;;-:~-:;·-~;U;::::\~~~i:;[!~f:W; ;·.:;--! ~·-:-\~: : 
hasta el interior de las células corroborando lo menc~onado' por. Kle.in~/-i 988.-:_~."-

. · ·. . · ... · · .. • -0~,·:,::,~.~~r~wi~: : ';:·i ff- _:';;; ;;:i,' ~~;:17;;;,:;, t~{'.Lt · -· 
La combinación de d_istancia 'y.'vacío.utHizada (13,5 :~m Y.20 -·22mm Hg) .nos 

permitió acelerar las partículas lo suficiente p~ra que pudi~ran penetrar las 
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primeras capas del tejido celular pero sin provocar que en el trayecto las partículas 

colisiona~an y c~ml:>i~ran de ~i~ecCión si~.hac:=er con~acto c~n·~l ~ejido al ·igual que 

Se pres~nt6'con,tarnfoación por hongos en el 5% de Jos callos atribuida a la 
·-;. "''·:·':: .... . :'·. ' 

manipulación_ de.JoS mismos. Sin embrago, al ser una pequeña cantidad con 

respecto áJ total de callos bombardeados, no afectó los resultados. 

15.4 Expresión Transitoria de callo~ embriogénicos transformados con el 
plásmido pBl-121/pWR-21. 

A las 48 horas de, realizado el bombardeo se llevó a cabo la prueba histoqufmica 

de gus para verificar la 'expresión transitoria del ADN contenido en el plásmido 

pWR21/pBI-121r,;;_¡ <;~locar las 22 muestras de callo bombardeado se observó que 
.-:.-:x.·.::-·: 

en el 54 % liabí¿;~-i¡-~;·:~ ~¿;1~:i.:á~Íó~·: az,,;l tent.ie · de· manera, homogénea . en : CÍC~tos: 

sectores del t~i'.~~?~~~F~tj:''B;f,,~1:•,,,~~:~'. .. ~~t~j;t~··,'·~º·~~·•,~;~~g?:)';'.t"~~i:•,de 
coloración. -Mientras qüe'. ·en_' lás ·muestras _'de callos bombardeados. únicamente. c~n 

-.-'i~-;~:·::;:·~1.~;~.--:: .. :r1"l{)·r:.::·.j{~·(·-,.-- ?>:.; ~-;-.. ~~'. ~: _ -. :.·:.~'. ·. . . ., ,·-_ ~:·' 1,'f. :_-.-~ . 
partículas (sin ·:·e.1 ·-" · lásn:tido) :~!~l·~,_~~~~\-~?~:~~: ,~~ntr~les,. ~~ga~~~~.~.'..c~~~.POC:ó·: Ii.ubo 

cambio de colon/ ;~l1~~j;;·rL5t¿r:c, . r'., 

ro< u<•~ ~~~:.·:~~fSJ;¡~~Hi:~!;.::::: ':.,~:::·;::,:~::_:::: 
que dicho precipitado es el resultado de la reacción enzimática entre la f3-
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glucuronidasa,, cuyo gen (uidA) se encuentra en el plásmido y el sustrato X-gluc 

Qefferson,, 1987). No se observó diferencia en la intensidad de Ja coloración entre 

ambas variedades ni tampoco entre los explantes peciolo y tallo (ver Figura 15-4). 

/" 
1.. ,..., •• t -
~--

é-. 

Figura 1-5-4 Comparación entre el control negativo y una muestra de callo 
bombardeado con el gen pWR-21/pBJ/121. 

AJ realizar el bombardeo se liberan enzimas contenidas principalmente en las 

vacuola,, las cuales pudieran ser capaces de reaccionar con el sustrato x-gluc y por 

lo tanto provocar Ja presencia de precipitado azul dando como resultado falsos 

positivos. Sin embargo,, al no haber presencia de precipitado en los controles 

negativos nos indica que en las células bombardeadas no se presenta por si sola la 

reacción con el sustrato X-gluc por lo que se demuestra que la presencia del 

precipitado azul es consecuencia de la introducción y expresión de los genes 

presentes en el vector pWR21/pBl-121 en las células bombardeadas. 

15.S Selección y proliferación de callos embriogénicos transformados. 

Para llevar a cabo la selección de células transformadas de las que no lo estaban,, 

los callos se sulx:ultivaron en medio de cultivo SH y posteriormente a medio MS 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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sin hormonas adicionados con 50 mg.L·l de kanamicina sulfatada corno agente 

selectivo. 

Durante el primer subcul.tiv.o. en. la mayoría 'éte l;,s callos.bo.,:.;bardeados se 
···.~ ~,~;····-·- ._ :..·,_~,. _·:" ··<,' 

observó , la proi~feraCi6:ri/_sin~:-.-¡:,reS.erita~ .; disn}inU.Ción~- ·en .. c"uañtO · ,~· ·. 51..( ·: cirÍétiCa de 
:. . ~ ·- .. ··:::·-~.~:?.~)~:~L;::}·\>:·s:~t~;\:-~ ~''.:';};;:~ :.·,,..;~\;~'.-'. .:_(~'.~\-·.:·.~;~·:<·:·'.::;,~:.:\;·· -'.-... <::·: :;.~~'::.::.} ¿ :·:-.~?).·:( ~. ,~',':·'.: "_ . ·,.·:·~,·~' -~.::. ·::·.· . . 

crecimiento Y: tampoco presentaron 'zonas de .oxidaCióri~· Mientras tanto hubo callos 
. :-"~. ~ :· · :·:~.- _\-·:.~; :t~:~·~.~;;~~:~.~?-:i'.{;;:S7:~;~f~.~~iSt7f~:·;~~~f~Ir.:<~~~{' ::,>~.¿~~~--:_:.~ ·t~:,:~-~~~~~:t?:«:·:\f~6; :~P%' ~:\-t\~·~r-~~?::::; .. «: -:~, :!s'.·, ~'.:"-/ .. ' ··<: · · · · ·. 

que presentaron:Una.notable;-dismin~~i.ó~ ~e'_su:~re~iffiie1_1:to_;asf. como.· la aparición··· 

de oxi~i~~~~~ri;i:.~l~P~it~~~t~,t~.;~~~!~-~~i:~:\1J~~t·i~~~~~~~::1·i~,~~'.-;~i1'ti::'::r~d~~~;-~-~~'~6~ 
:~.' . ~·, · .": ·:;:; ~)-~\::;/(:~'.~~,/tf·f ~~~;!t: .,:.:}-,.~;Lo-{;-{~ )·:~-~~:ú~,¿;:·>;~¿:~~··X,~>~; -~¡'.i·'. ~ir?>; :·t,,<.:. .::~ ~)'·: ::-:{\~· ~;; :<:>~:~,t·· ,_., <?. ·~ ._ ·, 

únicamente con'.: partículas :, obse~ái:ido's~ · 1~~ ~~mismos : resultados _J,_:Al . subCul tivar 

nuevam-ent~ ;,~-~,~:~~~z~· si4~::co'~' ¡~·:~:~~~ii~i~~=;·-:~~~:~:~ =~: ~·~~-~~~6ú~ .. Je. ~~b'~iones 
~« '·; .; \- .' 

en las p~rte_S, s~·pe~f_i<:Í~l~s ;j=>~e~~~.ta·n~¿("oxi~~~io~·:·~~,1~·<~~.:;p~Cj1:1e~~i-·· Z'é:>n~s, las 

cuales eran ~emoVic:~?s- ·de~· médiO :~~: Culth,·~~.--PO~. ·Otro- Ja~c:>~ ~-~5- ~~~tr;~I~~::"~ega:tiVos 

ya se encontr~ball:~-~oi:npletarnen~~ .. :~~id_~d~~~·y ~~-¿;~_una.-~~~: ~ü~ri\ii\~~ión dk peSo 

por lo que fueron'dese~~ado~: 
-'"'"' ,, < • - ·> 

~ ,-, .·~-.. 

Con la fi~aÜdad de-~qüe. ge~rninal-an· ios ernbi-iorieS~ 5~· Súbc;~ltiVaron. l~s Canos 

en medio Ms· si;~.fE~~cj~~~,~;i~i~ios~.~6;~4~:k¡,3~;t~/i~··~I~9~~t~ 1~';pri~eras 
semanas aurnent~ ~ t~·:,¿a~~~~d: d.; .,:etni:>i:i~n:es·:en;·1a ~·S~p~TfiCi~'.-. d~·-"1~;,·.·ca11os:: En la 

segunda sernan~:~~'.,~6~~~f ;;~~~~~~ci~~~~t~~~~~,~~~~~{~~l{i*t~~~iz;tfa7ente 
en el siguiente '~itbcultiv'a:: ~omenza~on ~·a ;;'dismil"l:i.t.i~-.: la;·'.c~tidad "'de' los· mismos 

aunque el cre¿{~i~~f &-~~1! t~f~;;~ii~~-~~~tf ;¡~~SB;~~K~~t·'~~ \;~ .• semanas 
subsecuentes s~. c.c~rnenz~~:·a ~'.:.~ndur(:!=er -¡.e_1 ·:·ca~1C?:Z e;ri".'~riOgéñ.icO y·· ta· cantidad de 

'·''.'-, .... :···: •. º 

e1nbriones había prácticamente desaparecido. Mientras que comenzaba la 
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aparición de rafees a partir dC las·embriones que aún permanecían. Para tratar de 
' - ' :_:-,· ' .' •••• ', ., • '• < • 

que regeneraran· lo~ .einbl-ione~_. ·q'úe -Permá~ecfa.n,_ ·se s.u~_ul~i'(aro,i:-i -l?s callos a 

medio MS sin hor0~,,nas.· y~~~. d¡·~~i-~~Yó_ 1a. éiint~ciad .de_ ~~·~a·mi~Ína gradualmerite 

~:.:: ::-:1;;~~~~]~~~~[i~á~.;;t@J~Riiilt~$tJft::f'°" d. 
: \: ... ·- - ;.,:>~•;- '°·"· ,.,~¡ ",) ":;.. ., -',, .. 

>.:· 7.f .. ..:.~ .. ~;'-;::\ ,;::~'_:'"~>' ... :~~:\'~:::··~' ... , .-:··,": 

=~~;~~~·~i~!i~~t~~i;iWi~:~.1:tE:: 
semanas, mientras.qu~ I~ ~ª}'()rí"'~<c loséca!Icisbc>1nbardeados continuaron su 

crecimien~o y de,;arr~1i6 no~~~l·~~~f~:,l~~~~~rl~i~A;~e~m~ri~nes. Sin embargo, al 

subcultivar los callo~·--emb~iOgérucO~.-:·:a:rned~O~.M~:no.'~e logró la regeneración de 

ningún embrión en: ninguna- d.;:)as~dos:varledades_ de alfalfa. Esto puede ser . ·--. . -; •,;, -· _, .. --,, .-' _ _.. -

debido a que la concentracÚ>n d~ 1~,k~~~_n,:i~·~'~·~··¡~~-~emasiado alta y esto provocó 

que el callo emb_riogénico únicamente creCiera~.Y pro.<:Iujera embriones pero sin 

lograr su desarrollo y crecimiento. 

15.6 Expresión estable de callos embriogénicos transformados con el 
plásmido pBI-121/pWR-21. 

A Jos 5 meses de realizado el bombardeo, con, el plásmido pWR21/ pBI-121 se 

realizó la prueba de expresión de (3-gus co~ 'e 1 fin de determinar si los genes 

incorporados a las células vegetales seg~ia~ transfiriéndose de generación en 

generación además de corroborar que.seguíax:i expresándose. 
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Se observó la obtención del pre~ipitado azul en el 59% de los callo cxJ:>.uestos 

al sustrato x-g.I~c. Esto· nos indica que el P~.ásmido que contenía los· gcines de 

obtención fu~ e~présa·cf~>.·c i~é:orporado al gciioma.vegctal y.transmitido a nuevas 

generacio'nes _. ~~.ii~;~~-?~·'.~~ri~r~:i~~::::·:~·~,- c'~l~J~s madre ~~e '~uer:~n-: tra~~ormadas 
inicialmente (v~f~; i~~i.}~~~~}: · · · ) 

'-,:(::.:>;, ::::',-,.,, .. .,< 

Se obse~Ó} la/6b-té;iC::ÍÓn ~de. la coloración azul, en el. 59% . de_: los:· callos .---,., .·• 

incubados. en ~2glü¿: ESto ·;,c~~:·indi;,,á que la transferencia. de 'ADN que po.rta. el 

las c~ltilas embriogénicas ~e ai.f~lf~, fu~ e~iiosa y que 

además las células trans.formadas·i.ncorporaron dicho,.~D~·a··.su.gen~m~· y son 

capaces de transmiti:1"lo a ~as células· h_ijas. 
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Figura 15-5 Expresión del gen uidA que codifica para la enzima J)i-galactosidasa, a 
los 5 meses de realizado el bombardeo. 
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16 CONCLUSIONES 

Se logró obtener la construcción del 'vector de expresión en plantas que 

contiene el gen codificante de Ja p~o~efna .... G~~ del virus d~ la rabia_. 
·-. - .'.' ,· ': .. -

Se determinó que la co~c~~tr~~i_Ó~.:~:~c;··.·~a~~~-ic~na·.d~: -~O :mg~L-1 P~ra la 
-._-, __ 

selección de las células de' alfalfa trá¡.;gformadas; ·.;;, efectiva p.,-r'~ ésta pero 
:,--__ -,\·-J-'•' "-···· ' . -- ' ' -

inhibe Ja regeneración d~ ~¡~;¡~a~;, 
.. ·:~ .'.· ._::-
-;, -

Se utilizaron los pa.:áme~os:establecid<Js. como .distancia del disparo 13.5 

cm, cantidad de ADl:'J 5,:.L,~an~ld~d clecaU();e~briogé;.,ic6 0.5 g, para el 

bombardeo ele los .:;;ü6i;~~~~iis~~ico~'de0 .alfalf;; bo~';ei'~lás~id~··que 
portan los gene~ ~~ant:~~~~~~ :],rj1.~~~,;:/~'?;'te1·~~;, ~e·~~Ie~~ióri·,,;w y ~¡·gen 
rcporterOSus~·:/ .--;_:;_.) ·~"-' ···:·=:~<:·:·:> _.:;.:-.:···- · . .,..,:-. -· 

-- ·-. ~-~"'.)_ :?,;:<~0¡/ , ·,· J:_·: 

Se logró I~ \; ~.;~;~:~:~~~:~: 'ci~' ~~h~~;'.. e~briogé~icos .. de. ·alfalfa .. por 

bombardé~;~~:~~f~~~~¡c~~:~~fc~~~t~~~btenien~: 
, . .. . •-, \_._ :~-:~}+;~\··::»·· 

Se realiza~ó'ri"; ¡'.;;~~¡;~~;,~~ ;;,xpresión transitoria y estable para los callos 

trasforrnadÓS,"· ~bt¡;;;¡endo una respuesta positiva en el 53% y 59% 

resp~ctivarriente. 
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17 PERSPECTIVAS 

Determinar la concentración óptima de kanamicina que permita regenerar 

plantas transformadas. 

Mejorar la eficiencia de regeneración de plantas. 
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ANEXO:J. 

Medios de Cultivo de Bacterias 

ETB (por litro): 
A 900 mi de H20d agregar: 
Bacto-triptofano 12 g 
Bacto-extracto de levadura 24 g 
Glicerol 4 mi 
Agitar hasta que Jos solutos de disuelvan y esterilizar en autoclave a.15 lb/aq.in 20 
min en ciclo líquido. Dejar enfriar a 60ºC o menos y después agregar 100 mi de una 
solución de KH2PO, 0.17 M, K,HPO• 0.72M. . 

SOC (por litro): 
A 950 mi H20d agregar: 
Bacto-triptofano 20 g 
Bacto-extracto de levadura 5 g 
NaCI 0.5g 
Agitar hasta que los solutos de disuelvan. Agregar 10 mi de una solución estéril de 
KCI 250 mM, ajustar pH a 7.0 con NaOH. Justo antes de usar agregar 5 mi de una 
solución de MgCJ, 2M. Ajustar el volumen a 100 mi con H,Od y esterilizar en 
autoclave a 15 lb/aq.in 20 min. Dejar enfriar a 60 ºC o menos y agregar 100 Ín1 de 
una solución estéril de glucosa lM (la cual se esteriliza por filtración a través de un 
filtro de 0.22 micrones). 

YENB (Yeast extract Nutrient Broth)(por litro): 
A 950 mi H20d agregar 
Extracto de Levadura: 7.5 g 
Caldo nutritivo: 8 g 
Esterilizar en autoclave a 15 lb/aq.in 20 minen ciclo líquido. 

LB (Por litro) 
Peptona de caseína: 10 g 
Extracto de levadura: 5 g 
Agar- agar : 15 g 
Se adicionan 7.5 mL de MgSO, 1 M. Esterilizar en autoclave a 15 lb/aq.in 20 min. 



Composición de medios de cultivo y suplementos. 

Medio MS (Murashige & Skoog, 1962) 

Compuesto PM(g/rnol) Concentración Stock 100X(rnM) 
1 rng.L-1 rnM 1 

Solución 1 
NH4NQ3 1 80.040 1650 1 20.6 1 2060 

KN03 101.108 1900 1 18.8 1880 
Solución 11 

M=-*-'4.7H20 246.480 370.0 1.5 150 
MnS04.H20 169.010 16.9 lxl0-2 1 
ZnS0 •. 7H20 287.540 8.6 3x10-2 3 
CuS04.5H20 249.680 2.5x10·2 1x10-1 1x10·2 

Solución 111 
CaCb.2H20 147.020 440.00 1 3.0 300 

KI 1 166.010 1 0.83 5X10·' 0.5 
CoCb 1 237.930 1 2.5x10-2 lXl0-1 lXl0-2 

Solución IV 
KH2PO• 136.090 170 1.25 1 125 
H,Bo, 61.860 6.20 0.1 1 10 

Na2Mo04.2H20 241.950 0.25 1 1X10·> 1 0.1 
Solución V 

FeS04.7H20 1 278.028 27.80 1 0.1 10 
EDTA.2H20 1 372.300 37.30 0.1 10 

Fuente de carbono 
Sacarosa 342.310 1 30.00 1 87.63 1 

Vitaminas R2 
Compuesto PM(g/rnol) Concentración Stock 100X(µM) 

rng.L-1 uM 
Tia mina 337.270 2.0 5.93 593 

Piridoxina 205.640 1.0 4.90 490 
Ac. nicotfnico 123.110 1.0 8.12 812 
Mvo-inositol 180.160 100 555 55506.2 
Aminoácidos 

Glicina 75.070 2 1 26.64 1 2664 
Para preparar 1 1 de medio se tornan 10 m1 de cada una de las soluciones arriba 
mencionadas. 

TESTS ':"'IN 
FALLA DE -~~-· IGEN \l.\) 



Medio SH (Schenk y Hildenbrant "1972) 

Compuesto PM(gfmol) Concentración Stock "lOOX(mM) 
mg.L·' mM 

Solución 1 
KNO, 1 101.108 1 2500 24.72 2472 

NH4H2P04 1 80.040 1 300 2.609 260.9 
Solución 11 

M<!S0,.7H20 246.480 400 1.623 162.3 
MnSO •. H20 169.010 10 0.059 5.9 
ZnS04.7H20 287.540 1 3.4x10·3 0.34 
CuS0,.5H20 249.680 0.2 8xl0-I 0.0801 

Solución 111 
CaCb.2H20 1 147.020 200 1 1.3603 1 136.03 

CoCb 237.930 0.1 4.2x10-I 0.04203 
Solución IV 

H,so, 1 61.860 1 5 0.081 8.1 
KI 166.010 0.1 6.x10·3 0.6024 

Na2Mo04.2H20 1 241.950 4.1x10·' 0.4133 
Solución V 

FeS0,.7H20 1 278.028 1 15 1 0.054 1 5.4 
EDTA.2H20 1 372.300 1 20 1 0.054 1 5.4 

Fuente de carbono 
Sacarosa 342.310 30.00 87.63 

Vitaminas SH 
Compuesto PM(gfmol) Concentración Stock "IOOOX(µM) 

mI?.L·l. uM 
Tia mina 337.270 5.0 14.82 14820 

Piridoxina 205.640 0.5 2.4314 2431.4 
Ac. nicotínico 123.110 5.0 40.614 40614.08 
Mvo-inositol 180.160 200 1110.124 1110124.3 

Reguladores de crecimiento Stock "lOOX(uMl 
2,4-D 1 221.04 

Cinetina 215.21 
11.2 50.669 1 5066.9 
0.2 1 0.9293 92.93 

iES1S CON 
FALLA DE cmGEN 
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Medio MJ (Medio SH modificado por McKersie,:1994). 

Compuesto PM(gt'mol) Concentración Stock :lOOX(mM) 
1 me.L-1 1 mM 1 

Solución 1 
KNO., 101.108 1 2500 24.72 1 2472 

NH.H2P04 1 80.040 300 2.609 2609 
Solución 11 

M.,.,.... 4.7H20 246.480 400 4.623 462.3 
MnSO •. H,O 169.010 10 0.059 5.9 
ZnS04.7H20 287.540 1 3.4x10-3 0.34 
CuS04.5H20 249.680 0.2 8x10-a 0.0801 

Solución 111 
CaCb.2H20 1 147.020 200 1.3603 1 136.03 

CoCb 237.930 0.1 4.2x10-a 0.04203 
Solución IV 

füB03 61.860 1 5 1 0.081 8.1 
KI 166.010 0.1 6x10·3 0.6024 

Na2Mo04.2H20 241.950 4.lxl0-3 1 0.4133 
Solución V 

FeS04.7H20 1 278.028 1 15 1 0.054 1 5.4 
EDTA.2H20 372.300 20 0.054 1 5.4 

Fuente de carbono 
Sacarosa 342.310 30.00 87.63 

Vitaminas SH 
Compuesto PM(g.lmol) Concentración Stock :IOOOX(µM) 

rne:.L-> uM 
Tia mina 337.270 5.0 14.82 14820 

Piridoxina 205.640 0.5 2.4314 243:1.4 
Ac. nicotínico 123.110 5.0 40.614 40614.08 
Mvo-inositol 180.160 200 1110.124 1110124.3 

Re~ladores de crecimiento Stock :IOOX(µM) 
2.4-D 22:1.04 1 

Cine tina 1 215.21 1 
Aminoácidos 

L-prolina :115 

1.0 4.524 452 
0.2 1 0.9293 92.93 

288 2504.34 250434.7 

TI:SIS CON 
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Medio MyT (Medio MS modificado por Olivera F :1995 ). 

Compuesto PM(g/mol) Concentración Stock :IOOX(mM) 
1 mE.L-1 mM 

Solución 1 
NH.N03 80.040 1650 20.6 2060 

KN03 1 101.108 1900 1 18.8 1 1880 
Solución 11 

M""' 4.7H20 246.480 370.0 1.5 150 
MnS04.H:zO 169.010 16.9 lxl0·2 1 
ZnS0 •. 7H20 287.540 8.6 3x10·2 3 
CuS04.5H20 249.680 2.5x10·2 lxlO"' 1x10-2 

Solución 111 
CaCb.2H20 147.020 440.00 3.0 1 300 

KI 166.010 0.83 5X10·' 1 0.5 
CoCb 237.930 2.5X10·2 lXl0-1 1x10-2 

Solución IV 
KH,P04 1 136.090 1 170 1 1.25 1 125 
H,B03 61.860 6.20 1 0.1 10 

Na2Mo04.2H20 241.950 0.25 lXlO·• 0.1 
Solución V 

FeS04.7H20 1 278.028 1 27.80 1 0.1 1 10 
EDTA.2H20 372.300 37.30 1 0.1 1 10 

Fuente de carbono 
Sacarosa 1 342.310 1 30.00 1 87.63 1 

Vitaminas Cocktel 20 
Rem ladores de crecimiento 

Compuesto PM(g/mol) 

MCPP 214.5 
BAP 

Aminoácidos 
L-prolina 1 115 
Adenina 184.20 

Antioxidante 
Ac. ascórbico 1 172.0 

Ac. cítrico 210.46 

Concentración Stock 100X(µM) 
mg.L·t 1 µM 

3.0 1 13.986 
0.3 1 

288 1 2504.34 1 
10 1 54.30 

1 15 1 87.20 
1 15 1 71.272 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

1398.6 

250434.7 
5430 

8720.93 
7127.24 



Mezcla de aminoácidos y vitaminas denominada cocktel 20. Olivera F 1.990 

Compuesto PM(g) 

L-asparal!ina 150.10 
L-arginina 174.20 

L-ác. asoártico 133.10 
Glicina 75.07 

Glutarnina 146.10 
Ac. glutámico 147.10 

Biotina lVit. Bs)* 244.30 
Ac. fólico (Bo)* 441.40 

Ac. nicotfnico(B3) 123.10 
Piridoxina (Bo) 205.60 
Riboflavina (B2) 376.40 

Tiarnina <B1) 337.30 
Mvo-inositol 180.16 

Urca 60.06 
*Disolver con 3 gotas de NaOH l. N. 

Concentración Stock 100X(mM) 
me.L·1 

10 
10 
7.5 
23 
60 
7.5 
1 
1 

1..5 
1.5 
0.1 
3 

1.45 
45 

µM 
66.62 6.66 
57.40 5.74 
56.35 5.63 

306.38 30.64 
410.67 41.06 

51 5.10 
4.10 0.41 
2.26 0.23 

12.18 1.22 
7.30 0.73 
0.26 0.03 
8.90 0.89 

804.84 80.48 
749.25 74.92 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Soluciones para preparar X-Gluc (lOX) y medir la expresión transitoria de gus 
Oefferson et al., 1987). 

1 )Amortiguador de fosfato de sodio* 
Peso (g.) Volumen dH20 Concentración Stock (mL) 

lmLl lmMl 
NaH2P04.H20 1.38 50 200 39 
Na2HP04 2.84 100 200 61 
Total 100 

2 Ferrocianuro de o tasio** 
Peso (g.) Volumen dH20 

mL 
0.211 100 

3 Ferricianuro de o tasio•• 
Peso (g.) 

K,Fc CN o 0.164 

4 EDTA* 

C10H14N2010Na2.2H20 

5 Tritón X-100* 
Volumen (mL) Volumen dH20 Stock(%) 

mL 
Tritón X-100 1 99 1 

... Esterilizar en autoclave durante l.8 minutos a l..3 kg.cm-2 ó 18 lb.puJg-2. 
••Esterilizar por filtración en membrana milliporeTM de 0.22 µm de diámetro. 

TESIS CON 
FALLA DE ""11GEN 



Preparar solución de X-Gluc de la siguiente mariera ~n condiciones de esterilidad: 

Amortiguador de 
Fosfato de Sodio 

H7.0 
EDTA 
Ferricianuro de 
Potasio 
Fcrrocianurode 
Potasio 
Tritón X-100 
X-Gluc en DMSO 

Concentración 
mM 
100 

0.5 

0.5 

0.5 
1.0mg.mL-1 

Para25mL 

2.5. 

2.5 
2.5 

.2.5 

Aforar a 25 mi con agua desionizada estéril. 
Una vez preparada esta solución .. :·· se:. ~almÉlCena a· -20ªC y se descongela 

lentamente al momento de utilizarla. 

Sol11cio11cs para 111edir expresi611 tra11s_itoria de gr,s. 

a)Buffer "Z" pH 7.4 

Concentración (mM} Peso,.,., /500 mL dH20 
NaH2PO •. H20 40 2.76 
Na2HPO• 60 4.26 
KCI 10 0.37 
M<!S04.7H20 1 0.12 

b Etanol al 70% 
350 mi de etanol absoluto+ 150 mi de a a desionizada estéril. 

c Acetona-Metano! 1:3 
166 mi de acetona + 333 mi de metanol. 

d Glicerol al 50%* 
250 m1 de licerol absoluto + 250 mi de a a desionizada 

"'Esterilizar en autoclave 18 minutos a 1.3 kg.cm-2 ó 18 lb.pulg-2 • 

TE~i .:· , .,~~ 
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