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ABREVIATURAS

= Concentracion
nrM: micromolar
mM: milimolar
M: Molar
N: Normal
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uF: microfaradios
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nm: nandmetros
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» Medios de Cultivo

MS: Medio nutritivo creado por Murashige & Skoog (1962).
Z-1: Medio nutritivo modificado por Olivera Flores (1996)
Myt: Medio nutritivo modificado por Olivera Flores (1996)

= Otros

B -gus: Enzima B-glucoronidasa responsable de la hidrolisis del enlace entre los
grupos indolil y glucorénico del sustrato X-gluc, que producira la oxidacion de los
grupos indoxil para la posterior formacion del precipitado azul caracteristico.

°C: grados Celsius




CaMV-35s: secuencia promotora de la transcripcién del Virus del Mosaico de la
Coliflor.

DNA: Acido desoxirribonucléico

D.O.:Densidad optica

dH20: Agua desionizada

Gus: gen bacteriano que codifica para la enzima B-gus.

hr: horas

in Hg: pulgadas de mercurio

nE: Micro Eistein
Nptll. gen bacteriano que codifica para la enzima neomicina fosfotransferasa.

pBIl-121:plasmido que contiene al gen marcador npt/l que confiere resistencia a
la kanamicina y al gen reporteroc gus.

pBIl-121/pWR-21: plasmido que contiene al gen que codifica para la
glicoproteina “G" del virus de la rabia, al gen reportero gus y al gen marcador
npt!l que confiere resistencia a la kanamicina.

PEG: polietilenglicol

pH: potencial de hidrégeno

psi: unidades de presion en el sistema inglés de medidas, 14.7 psio b.plg™?
equivalen a 1 atmodsfera.

pUC-pSS/pWR-21: plasmido que contiene al gen que codifica para la
glicoproteina “G"~ del virus de la rabia.

RNA: Acido ribonucléico

RNAmM: Acido ribonucléico mensajero.

SDS: Lauril sulfato de sodio

TE: Solucion amortiguadora de Tris-EDTA

TENS: Solucion de Tris, EDTA, NaOH y SDS

X-gluc: 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil- B-D-acido glucordnico.
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mg: miligramos
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= Peso molecular
kDa: kilodaltones equivalente a 1x1 03 Daltones.
Kb: kilobases

= Reguladores de crecimiento
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MCPP: Acido 2-metil-4-clorofenoxipropionico
BAP: benzilaminopurina

= Velocidad
rpm: revoluciones por minuto
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RESUMEN

El trabajo que a continuacion se presenta se dividid en dos etapas. Durante la
primer etapa se establecieron y caracterizaron los cultivos de callos
embriogénicos de zanahoria (Daucus carota [.) utilizando para ello cuatro
diferentes explantes (tallo, pecioclo, hojas verdaderas y hojas cotiledonarias)
procedentes de plantulas de una variedad comercial; en primer lugar se
establecié el método de esterilizacion y los explantes se sembraron en dos
medios de cultivo distintos en cuanto a la cantidad y tipo de reguladores de
crecimiento para inducir la formacion de callo embriogénico. Posteriormente en
base a la presencia de callo embriogénico, se seleccionaron los explantes que
proporcionaron el mayor rendimiento en la induccién de éste, resultando ser tallo
y peciolo los mejores explantes, siendo el medio de cultivo Myt el éptimo para
su induccidén y proliferacion. Para la germinacién de los embriones se utilizd
medio MS con la presencia y ausencia de reguladores de crecimiento,
obteniéndose un mayor porcentaje de germinacion de los embriones en medio
MS sin hormonas. Una vez que las plantulas alcanzaron la talla de 10 cm de
longitud, fueron transferidas a tierra y mantenidas en condiciones de
invernadero, logrando asi la regeneracion de plantas completas de zanahoria por
medio de la embriogénesis somética. La segunda etapa tuvo su inicio con la
evaluacion de las cinéticas de crecimiento de callo embriogénico a través de
curvas de peso fresco y seco de cada uno de los explantes seleccionados (tallo
y peciolo), mostrando en éstas que el crecimiento exponencial de los callos
embriogénicos se presentd entre los dias 9 y 11 después del subcultivo,

considerandose éste el periodo optimo para la transformacion genética a partir
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de la técnica de biobalistica. Simultaneamente se realizé una curva de tolerancia
al antibidtico kanamicina para determinar la concentracidon minima que permite la
seleccion de callos embriogénicos transformados de aquellos que no lo estan,
resultando ser 50 mg L' la concentracién recomendada. Una vez establecidos
los parametros anteriores para llevar a cabo la transformacion, se realizo la
construccion del plasmido pBIl-121/pWR-21, que contiene al gen que codifica
para la glicoproteina “G" del virus de la rabia, al gen reportero gus y al gen
marcador npt!/l que confiere resistencia a la kanamicina. Posteriormente, se
realizd el bombardeo de 70 cajas petri con 0.5 g de callo embriogénico cada uno
con el plasmido antes mencionado asi como el co-bombardeo con los plasmidos
pUC-pSS/pWR21 y pBI-121, el cual se llevo a cabo en 30 cajas petricon 0.5 g
de callo cada uno. Transcurridas 72 horas después del bombardeo, fueron
elegidos al azar un frasco con callo de cada tipo de explante y tipo de
bombardeo, con los cuales se realizd la prueba de expresién transitoria de gus
con la finalidad de verificar la integracién del DNA plasmidico. Esta prueba
resultd positiva observandose la coloracidon azul caracteristica de la reaccién
entre la enzima B-glucoronidasa con el sustrato x-gluc. El resto de los callos
fueron subcultivados para su seleccion en medio Myt con kanamicina al cabo de
una semana del bombardeo. Después de tres meses del bombardeo se observé
la germinaciéon de embriones somaticos transformados sucultivados en medio
MS sin hormonas dando origen a la obtencion de plantulas, las cuales fueron
transferidas a tierra y mantenidas en condiciones de invernadero; posteriormente

se tomo al azar una planta de cada explante y tipo de bombardeo para realizar




la prueba de expresidn permanente de gus con la finalidad de corroborar la
integracién del DNA plasmidico al DNA genémico vegetal. Finalmente en esta
prueba se observd la expresion de la enzima f-glucoronidasa con lo cual se
propone lograr la obtencion de plantas transgénicas de zanahoria con la

glicoproteina “G" del virus de la rabia.




1 JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Los adelantos en la Biologia Molecular han permitido introducir genes a muchas
especies vegetales, siendo las dicotiledoneas las que han sido preferentemente
transformadas; y hasta el momento se cuenta con una lista amplia de especies
de esta clase de las cuales las primeras con informacion genética adicional han
sido tabaco, papa, zanahoria y soya entre otros; sin embargo, a diferencia del
tabaco, la zanahoria es un modelo adecuado ya que su importancia econdmica
no solo descansa en el hecho de ser un alimento para humanos, sino que

también se puede utilizar en las dietas de ganado.

Por otro lado en México la enfermedad de la rabia representa un problema
serio para el ganado vacuno ya que es transmitida por la mordedura de
murciélagos hematofagos (Desmondus rotundus), se caracteriza por ser aguda y
mortal trayendo como consecuencia peérdidas en la produccidéon bovina, ademas

de ser un grave problema de salud ptblica.

En el presente trabajo se planted establecer los cultivos in vitro de zanahoria
con la capacidad de regenerar plantas completas a través del proceso de
diferenciacion de embriones somaticos y, lograr con ello la transformacion de
zanahoria introduciendo el gen que codifica para la proteina “G” del virus de la

rabia, y regenerar plantas transformadas las cuales, podrian utilizarse como




vacuna oral, pues la enfermedad de la rabia representa un problema serio para
el ganado vacuno en México (www.sagarpa.com.mx, 2000).

Aln cuando la zanahoria no presenta problemas para su regeneracion, en la
transformacion genética es requisito indispensable caracterizar cada una de las
etapas de la regeneracion y transformacién para obtener un sistema de

transformacién eficiente, que no limite la recuperacion de plantas transgénicas.

1.1 OBJETIVO GENERAL

Lograr la obtencién de plantas transgénicas de zanahoria (Daucus carota L.) que

contengan la glicoproteina “G” del virus de la rabia cepa pWR-21.
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2 REVISION DE LITERATURA GENERAL

2.1 Generalidades de zanahoria (Daucus carota L.)

La zanahoria (Daucus carota L.) es una especie originaria del asia central y del
mediterréaneo. Ha sido cultivada y consumida desde la época de los griegos y
romanos. Es una planta que crece preferentemente en los climas templados. Al
ser una planta bianual, durante el primer afio es aprovechada por sus raices y
durante el segundo afio, inducida por las bajas temperaturas, inicia las fases de
floracién y fructificacion. La temperatura minima de crecimiento esta en torno a
los 9°C y un Optimo en torno a 16-18°C. Soporta heladas ligeras, en reposo las
raices no se ven afectadas hasta -5°C; lo que permite su conservacion en el
terreno. Las temperaturas elevadas (mas de 28°C) provocan una aceleracion en
los procesos de envejecimiento de la raiz, pérdida de coloracion, etc.

(www.infoagro.comy)

2.2 Cilasificacion taxonomica y descripcion de la planta

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Subdivision: Angiospermae
Clase: Dicotyledonae

Orden: Umbeliflorae
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Familia: Umbelliferae

Genero: Daucus

Especie: Dawucus carota (www.minedu.qob.pe, www.puc.cl )

En estas plantas, el embrién emite dos cotiledones al crecer (Figura 2-1),
hojas primordiales que sirven para proporcionar alimento a la nueva plantula y
que, por lo general, no se transforman en hojas adultas (Figura 2-2). Las piezas
florales se presentan en multiplos de cuatro o cinco y las hojas suelen tener
nerviacion reticulada. E! tejido vascular de los tallos se dispone en anillos y
produce verdadero crecimiento secundario, que determina el aumento de
diametro de tallos y raices, que aportan cambium vascular, xilema y floema

secundarios originando asi las formas arborescentes.

Dz st fledones
Rabe amarionarta

Hogas primereistes

Figura 2-1 Partes de una semilla dicotiledénea

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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semilla hoja tallo raiz Planta dicotiledonea
Figura 2-2 Partes de una planta dicotiledonea

La zanahoria es una planta bianual que durante la primera temporada de
crecimiento presenta un sistema caulinar arrosetado, con un tallo pequefio y muy
comprimido, en el cual se generan hojas grandes (30 a 60 cm), pubescentes,
con peciolo largo, delgado con base abrazadora y de lamina fuertemente
dividida (bi o tripinnatisecta), con segmentos lineales. Al inicio de la segunda
temporada el tallo se elonga y ramifica en numerosos tallos florales, de 1 a 2 m
de altura, que culminan en umbelas compuestas. De acuerdo a su ubicacién en
los tallos florales, las umbelas son terminales o primarias, secundarias, terciarias
e incluso, cuaternarias, disminuyendo progresivamente de tamario. Cada umbela
contiene numerosas flores blancas, pequefias, epiginas, en su mayoria
hermafroditas, con 5 sépalos pequefios, 5 pétalos blancos a purpura, S

estambres protandricos y un ovario bicarpelar, provisto de nectarios.

Su sistema radicular consiste en una raiz primaria pivotante engrosada que,
incluyendo parte del hipocotilo, constituye el érgano de consumo de la especie,
ademas de numerosas raices secundarias, ramificadas y finas, que se forman a
partir de la mitad inferior de la raiz principal y que alcanzan una profundidad de

hasta 1 m en el suelo (www.puc.cl, 2002). Al realizar un corte transversal se
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distinguen dos zonas bien definidas: una exterior, constituida principalmente por
el floema secundario y otra interior formada por el xilema y la médula
(www.Infoagro.com, 2003). E! fruto desarrollado después de la polinizacion
cruzada entomofila es un esquezocarpo, formado por dos mericarpios (aquenios)
espinosos que hacia la madurez se dividen ventralmente, conteniendo una
semilla cada uno (www.puc.cl, 2002). El fruto esta formado por dos nuciculas
monospermas, cada una de ellas con cuatro hileras de espinas radiales que
sirven a la semilla madura para engancharse a la piel de los animales y asegurar

asi la propagacion de la planta .

2.3 Caracteristicas del cultivo

El cultivo de la zanahoria tiene preferencia por suelos ligeros muy permeables
originando una débil capacidad de retencidén de los nutrientes, ante todo nitratos,
que se pierden por lavado como consecuencia se produce una deficiente
absorcion de nitrogeno. El nitrégeno juega un papel importante ya que influye
directamente sobre el desarrollo vegetativo de la planta, en la acumulacion de
reservas (formacién de la zanahoria) y desarrolio de la planta en general
(interviene reacciones metabdlicas, sintesis de proteinas etc.), siendo el amonio
la forma nitrogenada preferentemente absorbida por la zanahoria, por lo que es
recomendable la adicion de fuentes de nitrégeno. El fosforo, si bien es absorbido
en menor cantidad que el nitrdgeno y el potasio, tiene gran importancia para
asegurar un buen desarrollo de la zanahoria y una absorcién equilibrada de ios

restantes nutrientes. Otro macroelemento importante para la zanahoria es el
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magnesio ya que su ausencia provoca una reduccidn de la capacidad

fotosintética ( www.campo.es/agricultura/cultivos/hortalizas/zanhoria/index.asp ).

La temperatura 6ptima de crecimiento es de 16-18°C, con pH comprendido entre

58y7.
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2.4 Importancia econémica y distribucion geografica.

El cultivo de la zanahoria ha experimentado un importante crecimiento en los
ultimos anos, tanto en superficie, como en produccién, ya que se trata de una de
las hortalizas mas producidas en el mundo. Asia es el mayor productor seguida
por Europa y E.U. Segun la FAO (2002), la produccion anual en México es de
341,412 toneladas (www.infoagro.com,2002) ya que la siembra se realiza

practicamente durante todo el afio (Figura 2-3)

B Region de origen

d’:‘bn_ EBRegitn de cultivo

Figura 2-3.Distribucion geografica de cultivos de zanahoria
2.5 Valor Nutricional.

Las cualidades nutritivas de las zanahorias son importantes, especialmente por
su elevado contenido en beta-caroteno (precursor de la vitamina A), pues cada

molécula de caroteno que se consume es convertida en dos moléeculas de
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vitamina A. En general se caracteriza por un elevado contenido en agua y bajo

contenido en lipidos y proteinas (Tabla 2-1).

Tabla 2-1 Valor nutricional de la zanahoria

Valor Nutricional de la Zanahoria en 100 g de
sustancia comestible
Agua (9) B88.6
Carbohidratos (g) 10.1
Lipidos(g) 0.2
Vitamina A (U.1.) 2.000-12.000*

Vitamina B1 (mg) 0.13
Vitamina B2 (mg) 0.06
Vitamina B6 (mg) 0.19
Vitamina E (mg) 0.45
Acido Nicotinico (mg) 0.64
Potasio (Mg) 0.1
Calorias (cal) 40

* segun variedades (www. Infoagro.com)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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3 CAPITULO | EMBRIOGENESIS SOMATICA EN
ZANAHORIA COMO MODELO BIOLOGICO

3.1 INTRODUCCION

El cultivo de tejidos es una herramienta de gran utilidad en la Ingenieria
Genética. Esta técnica se basa en la "totipotencialidad celular’; que es la
capacidad de una célula vegetal de dar origen a una planta completa bajo ciertas
condiciones quimicas y fisicas, dadas en el cultivo in vitro. Asi se obtiene la
propagacion rapida y masiva de plantas idénticas a la criginal a partir de
cualquier parte de la planta, sean estos trozos de tejidos, apices meristematicos
o incluso células aisladas. Inicialmente se uso esta técnica para la multiplicacion
masiva de plantas élites o micropropagacion y también en la obtencién de clones
libres de virus. Sin embargo, el cultivo de tejidos tiene su mayor proyeccion
como herramienta en el mejoramiento de plantas con el uso de la biologia

molecular y la ingenieria genética. (www.inia.cl/biotecnologial/c tejidos.htm).

Aunado a esto, todo sistema de transformacion genética debe basarse en un
protocolo eficiente de regeneracion de plantas completas.

Un sistema morfogenético para la regeneracion de plantas es la
embriogénesis somatica bajo condiciones in vitro, la cual se define como el
proceso en el cual una estructura bipolar semejante a un embrién zigético se
desarrolla a partir de una célula somatica sin existir alguna conexién vascular

con el tejido original (Arnold, 2001).
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Este proceso se observa con alta frecuencia en ia naturaleza, produciéndose
de forma espontdnea en mas de 60 familias, algunas tan importantes como las:
Compuestas, Cruciferas, Cucurbitaceas, Gramineas, Rosaceas, Leguminosas,
Palmaceas, etc. Es pues un proceso tan natural como la embriogénesis zigdtica,
con casos tan conocidos como el de los citricos, en los que ambos tipos de
embriogénesis ocurren casi simultaneamente en el interior de la semilla
( www.ciencias.uma.es).

Los embriones somaticos constituyen una herramienta util para el estudio de
la regulacion de! desarrollo embriogénico. Sin embargo la mayor importancia de
los embriones somaticos es su aplicacion practica en la propagacion vegetativa
a gran escala puesto que en la mayoria de los casos, estos embriones, asi como
los cultivos embriogénicos pueden ser criopreservados, lo cual hace posible
establecer bancos geneéticos o la produccion de semillas artificiales (Arnold,
2001).

Ademas Gordon-Kamm et a/ (1990) han resaltado ia importancia de utilizar los
cultivos embriogénicos para la transformacion genetica, ya que en estos tejidos
la regeneracidon vegetal se lleva a cabo por la via de embriogénesis somatica, en
donde la regeneracion de plantas parte de una sola célula o de un pequefio
grupo de células aumentando la posibilidad de obtener plantas totalmente

transformadas por esta via.
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3.1.1 OBJETIVO GENERAL
Establecer y caracterizar cultivos embriogénicos de zanahoria (Daucus carota L.)
como modelo de transformacion genética para la obtencién de wvacunas

comestibles.

3.1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Establecer el método de esterilizacién optimo de semillas de zanahoria.

e Determinar el medio de cultivo mas adecuado para la induccion de callos
embriogénicos de zanahoria.

= Seleccionar el mejor explante (peciolo, hojas cotiledonarias, hojas
verdaderas, zonas nodulares y tallo) para la obtencidn de callos
embriogénicos.

» Seleccionar el mejor medio para la germinacion de embriones somaticos.

e Evaluar la cinética de crecimiento de callos embriogénicos a través de

curvas de peso fresco y seco.
3.2 REVISION DE LITERATURA

3.2.1 EMBRIOGENESIS SOMATICA BAJO CONDICIONES in vitro.

La regeneracidn de plantas se puede lograr a través de dos procesos
morfogenéticos: organogénesis y embriogénesis somatica. El primero permite la
diferenciacion de organos a través de brotes adventicios, formacion de hojas,

diferenciacion de raices y otros érganos; en cambio, en el segundo proceso, el
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de la embriogénesis somatica se obtiene una planta completa en un mismo
momento.

Estos dos procesos se han utilizado con éxito en la transformacién genética,
aunque la organogénesis ha sido la via preferencial de regeneracion de plantas
en las dicotileddneas ya que tienen mayor capacidad morfogenética y, ademas
se ha echado mano de Agrobacterium sp. la cual infecta de manera natural a
esta clase de plantas. En el caso de la embriogénesis somatica ha sido utilizada
sistematicamente en monocotiledéneas después de que se descubrié que los
cultivos de este tipo pueden ser producidos en altas frecuencias utilizando

concentraciones altas de auxinas sintéticas.

3.2.2 Embriogénesis somatica
La embriogénesis somatica, es el proceso mediante el cual las células somaticas
se desarrollan y dan origen a plantas completas a través de estados
embriogénicos caracteristicos (globular, corazén y torpedo) con dicotiledéneas
sin que ocurra la fusién de gametos (Williams & Maheswaran, 1986, citados por
Fransz & Aschel, 1991a).

Este es un proceso de regeneracion que consta de miultiples pasos
empezando por la formacion de masas pro embriogénicas, seguido de la

formacion de embriones somaticos, maduracién y por ultimo la germinacion.

En el cultivo in vitro, este modelo, inicia con la induccién de cultivos
embriogénicos, lo cual se logra con la inoculacion de explantes primarios en

medios de cultivo suplementados con reguladores de crecimiento,
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principalmente auxinas pero también frecuentemente citocininas. Posteriormente
se lleva acabo la proliferacién de los cultivos embriogénicos en medio sdlidos o
liquidos suplementados con reguladores de crecimiento, de forma similar a la
induccién.

Una vez proliferado el callo se procede a estimular la formacion de
proembriones a través de la remocidn de reguladores de crecimiento del medio
de cultivo.

Finalmente la germinacion de estos embriones somaticos se realiza en
medios sin hormonas (Arnolid, 2001).

La embriogénesis somatica es un fendémeno natural bien conocido. En
muchos miembros de las Rutaceas especialmente en Citrus spp. los embriones
se desarrollan de la nucela o el tegumento circundante (Esan, 1973 citado por
Ammirato, 1983). También se ha observado que, de forma natural, los
embriones pueden desarrollarse de una gran variedad de tejidos entre los cuales
se encuentran el saco embrionario, las sinérgidas, las antipodas, el embrién o el
évulo mismo.

Afortunadamente este fendmeno ha sido observado de manera frecuente, en
muchas especies y familias para demostrar que no es un hecho restringido a
unos cuantos taxa. Por lo tanto, existe la posibilidad de que células de cualquier
planta bajo el estimulo y las condiciones adecuadas puedan ser inducidas a
manifestar el patrén embriogénico (Ammirato, 1983). De hecho, son mas
numerosos los fenotipos celulares que presentan embriogénesis somatica in

vitro que aquelios que la presentan in vivo.
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El proceso de embriogénesis somatica es sumamente complejo, dificil de
caracterizar y se le ha descrito como de tipo eminentemente plastico en su
desarrollo (Geri et a/, 1994). Esta plasticidad es el resultadoc de cambios en la
extension de las etapas de la diferenciacion y el desarrollo de los embriones
somaticos. En comparacién con la secuencia normal de dichas etapas, algunos
cambios pueden ser prematuros o sufrir alglin retraso, la longitud de su
expresion puede alargarse o acortarse, y los efectos pueden ser manifestados a
niveles celulares, de tejidos u organos. Ademas de esto, la embriogénesis
somatica responde a modificaciones en el medio de cultivo, motivo por el cual

las secuencias morfogenéticas pueden ser afectadas (J. de Jong et al, 1993).

3.2.3 Factores que influyen en la embriogénesis somatica
3.2.3.1 Medios de cultivo
La composicién del medio de cultivo es de gran importancia para el surgimiento
de embriones somaticos, ya que en el se encuentran diversos elementos
cruciales para la formacion del callo embriogénico, tales como los reguladores
de crecimiento, fuente de carbono, sales y vitaminas (Lozoya,1985) entre las
cuales se encuentran: tiamina, acido nicotinico y piridoxina (Evans et
al.,1981;Wetherell, 1978).

La presencia de nitrogeno y su aprovechamiento es también un factor
importante en la composiciéon del medio, ya que se ha reportado que la adicion
de nitrato en altas concentraciones al medio de cultivo junto con compuestos

nitrogenados reducidos tales como sales de amonio, asi como ciertos
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aminoacidos, especialmente L-alanina y glutamina estimulan fuertemente la
respuesta embriogénica en zanahoria y alfalfa (Reinert et al. 1967 Reinert y
Tazawqa 1969, Halperin y Wetherell 1965, Wetherell y Dougall 1976, Kamada y
Harada 1979 b, Walker y Sato 1981), asi como el aprovechamiento de nitrégeno
(Dougal &Verma, 1978) ademas la presion osmotica del medio de cuiltivo

también juega un papel importante (Close &Ludeman, 1987;Brown et al.,1989).

En términos generales en la embriogénesis somatica de zanahoria, la
maduracion y germinacion de células se induce al pasarlas de un medio que
contiene auxinas a uno libre de éstas (Hiroshi, 1984). Encontrandose que las
sales inorganicas del medio MS (Murashige & Skoog,1962 ), asi como el
regulador de crecimiento, 2,4-D a razén de 1 a 2 mglL' aportan los
requerimientos necesarios para la induccién de callos embriogénicos,
preferentemente a partir de peciolos (Ribnicky, 1996).

La presencia de este regulador de crecimiento produce una proliferacion de
callo no diferenciado, mientras que la remocién de este regulador de crecimiento
provoca que las masas de células no diferenciadas sigan un patron de
organizacion que resulte en la formacidn de embriones somaticos (Ribnicky,

1996).

3.23.2Luz
En estudios previos se ha observado que la luz no es un factor determinante
para la iniciacidn de embriones asexuales en cultivos in vitro de zanahoria,

citricos y tabaco. Sin embargo con una intensidad luminosa de 1000 lux por 16
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horas es posible la obtencion de callos embriogénicos, a menos que se requiera
cumplir con objetivos especificos de estudio o con especies vegetales que

necesiten parametros definidos distintos a los mencionados (Lozoya, 1985).

3.2.3.3 Temperatura

tas condiciones Optimas de calor para los cultivos in vitro no son
necesariamente las mismas que requiere la planta en su habitat natural. La
temperatura no es un factor critico para la embriogénesis, aunque ésta no debe
exceder los limites de 20 a 30°C para el cultivo de tejidos en general

(Lozoya,1985).

3.2.3.4 Material biotdgico utilizado

La eleccion del genotipo y el explante es crucial en la obtencion de respuesta
embriogénica (Gray,1990; Gray y Meredith 1992). En el caso de maiz
unicamente un rango limitado de genotipos son capaces de producir cuitivos
embriogénicos, sumando a esto que sdolo embriones inmaduros pueden ser
utilizados.

La longevidad de los tejidos influye en gran medida debido a que los tejidos
pierden su potencial con el tiempo posiblemente a causa de cambios cariotipicos
y de ploidia en respuesta a la presencia de auxinas (Lozoya,1985), ademas de
probables cambios epigenéticos. Cabe sefialar que para esta caracteristica

existe un periodo 6ptimo para cada especie.

Otro factor importante es la etapa de desarrollo del explante (Gray, 1990).
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3.2.4 Embriogénesis somatica en zanahoria

El desarrollo de una célula vegetal simple a embrién somatico involucra una
secuencia ordenada de eventos estructurales, fisiologicos y genéticos. Este
proceso es frecuentemente estudiado en zanahoria Daucus carota L. ya que la
presencia de auxinas en el medio estimulan eficientemente a un gran nimero de
células blanco que dirigen su nuevo destino morfogenético a la formaciéon de un
embridon (Shciavone and Cooke, 1985).

Aunque la zanahoria se ha utilizado apliamente como modelo biolégico para
estudiar la diferenciacién embriogénica; hasta el momento no se ha logrado
hacer una caracterizacion clara de ias caracteristicas especificas de cada estado
del desarrollo, asi como las condiciones que le permiten pasar de un estadio a
otro.

La embriogénesis en zanahoria tuvo sus inicios en el afio 1958 y 1959, en los
que Steward y Reinert (citados por Ammirato,1983) lograrcn la obtencién de
callos embriogénicos a partir de explantes de raiz principal de zanahoria
(Daucus carota L.).

Dentro de las angiospermas, la zanahoria es una de las especies mas
estudiadas con respecto a los estimulos que promueven |la embriogénesis

somatica, asi como sus mecanismos moleculares (Arnold, 2001).

En 1994 Toonen estudid tres importantes aspectos de la embriogénesis

somatica, el primero de ellos referente a los tipos de células capaces de
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desarrollarse en embriones somaticos de acuerdo al potencial embriogénico que
poseen, mientras que el segundo y tercero refieren a los estados embriogénicos
comunes, asi como las variaciones y similitudes entre los pasos que promueven

la embriogénesis somatica partiendo de diferentes tipos de células.

Toonen (1994) encontré que todos los tipos de células podian desarrollar
embriones somaticos, aunque con diferentes frecuencias (variando entre 19 y
100 embriones somaticos por 10,000 células), en todos los casos la formacion
de embriones procedia de la misma secuencia esterecotipada de estados
embriogénicos caracteristicos; globular, corazén y torpedo. Ademas también
observé el requerimiento de auxinas para la formacion del estado globular,
mientras que los subsecuentes estados se presentaban en ausencia de estas
(Arnold, 2001).

En cultivos de zanahoria, la auxina sintética 2,4-D es comunmente utilizada
para iniciar cultivos embriogénicos (Ammirato, 1985), asi como de otras especies
(Dunstant et al., 1995), aunque también el acido naftalenacético (otra auxina) ha
demostrado ser efectiva para la induccién y maduracion de embriones somaticos
de zanahoria (Ammirato, 1985).

Fujimora y Komamine en 1980 encontraron en zanahoria, que se presentan
\}elocidades muy diferentes de division celular en diferentes estados
embriogénicos durante la formacidn del embrién, observando ademas en geles
de electroforesis cambios en las proteinas entre los estados globular y torpedo

(Tonnen, 1994).




También se ha reportado que existe dificultad para la inducciéon de embriones
en las primeras cuatro semanas posteriores a la siembra del inéculo, por lo que
las masas embriogénicas se forman varias semanas después. L.a division celular
tiene lugar preferentemente en las zonas mas superficiales del callo. La parte
central que une a las periferias muere, haciendo posible que las capas
exteriores formen grupos de células que a la vez crecen, se dividen y repiten el

ciclo. (Wetherell, 1978).

Al alcanzar las masas proembriogénicas un estado preglobular, éstas son
subcultivadas en un medio libre de hormonas, permitiendo asi su desarrollo a los
estados embriogénicos caracteristicos: globular, corazén y torpedo (Smith y

Krikorian, 1990).

La germinacion de los embriones prospera en medio MS sin la presencia de
reguladores de crecimiento dando lugar a la planta, la cual al alcanzar el tamarfio

apropiado finalmente se pasa al suelo (Reinert,1969; Wethereli,1978).

3.3 HIPOTESIS

Si la diferenciacion ceiular depende dei tipo de explante asi como de la
presencia de auxinas y una fuente de nitrédgeno reducido, entonces se
favorecera la embriogénesis somatica en aquellos tejidos con zonas
meristematicas activas empleando el medio de cultivo que proporcione una

fuente rica de nitrégeno y en presencia de 2,4-D.
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3.4 MATERIALES Y METODOS

- TESIS CON
3.4.1 Aspectos Generales FALLA DE ORIGEN

3.4.1.1 Material bioldgico.

Como material biologico se utilizaron distintos explantes provenientes de
plantulas de zanahoria (Daucus carota L.) de 15 dias de germinadas (Figura
3-1). Los explantes se obtuvieron realizando cortes de hojas verdaderas, hojas

cotiledonarias, peciolos y tallos de aproximadamente 1 cm de longitud.

Se colocaron aproximadamente 15 cortes de cada explante por frasco de
vidrio de alimento infantil con 30 ml de medio, de tal forma que los explantes
quedaron sobre la superficie del medio de cultivo (las hojas verdaderas y

cotiledonarias se colocaron con el envés en contacto al medio).

Figura 3-1.Pla las de ria

3.4.1.2 Preparaciéon de medios de cultivo

L.a preparacion de los medios de cultivo se realizé a partir de soluciones madre ©
stock del medio MS (Murashige y Skoog, 1962) 100 veces concentradas. El

medio fue suplementado con compuestos organicos, reguladores de crecimiento
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(ver anexo), 30 % de sacarosa y utilizando como gelificante 2.5 % de gellan, E!
pH fue ajustado a 5.7+ 0.1 antes de la esterilizacidon con NaOH 1N y HCI 1N.
Finalmente los medios se esterilizaron en una autoclave vertical durante 18

minutos a 120°C y a 1.3 kg cm™? 6 18 lb.in"? de presion.

3.4.1.3Condiciones de incubacién
Los cultivos se incubaron en un cuarto de ambiente controlado con un
fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas de obscuridad y a una temperatura de 25°C

+ 2°C.

3.4.2 Método de esterilizacion de semillas

Se probaron dos métodos de esterilizacién para las semillas (Figura 3-2) los

cuales fueron:

Método 1

i Se sumergieron las semillas de zanahoria en etanol al 70% (v/v) en
agitacion constante durante un minuto.

ii. Se sumergieron las semillas en NaClO2; comercial (6% de cloro activo) al
30%(v/v) en agitacion constante durante S minutos.

ifi. Finalmente se enjuagaron las semillas agitando tres veces durante un

minuto con agua desionizada estéril.

30




Método 2

i. Se sumergieron las semillas de zanahoria en etanol al 70% (v/v) en
agitacion constante durante un minuto.

i Se sumergieron las semillas en una mezcla que contiene NaClO2
comercial (6% de cloro activo) al 30%(v/v), 1 gota del tensoactivo Tween
20 y 5 gotas de solucidn de plata coloidal al 0.35 % (microdin®) en
agitacion constante durante 8 minutos.

iii. Finalmente se enjuagaron las semillas agitando varias veces con agua

desionizada estéril.

e

Figura 3-2. Semiltas de zanahoria

3.4.3 Establecimiento del cultivo de callos embriogénicos
Una vez establecido el método dptimo de esterilizacién de semillas, se colocaron
30 semillas por frasco de vidrio con 30 m! de medio cultivo MS (Murashige y
Skoog, 1962) para su germinacion.

Con la finalidad de encontrar un medio que favoreciera la inducciéon de callo
embriogénico, se probaron dos medios diferentes de cuitivo, el medio Z-1 y el
medio Myt ( ambos modificados por Olivera Flores, 1996), el primero de ellos, se

preparé a partir de sales inorganicas del medio MS suplementado con vitaminas
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Rz y el regulador de crecimiento 2,4-D (ver anexo), mientras que el segundo se
realizo a partir de la adicion de sales inorganicas del medio MS suplementado
con una mezcla de vitaminas y aminoacidos llamada coctel 20, los reguladores

de crecimiento MCPP y BAP y antioxidante (ver anexo).

3.4.4 Seleccidn de explantes y medio de cultivo

Se seleccionaron aquellos explantes que proporcionaron una mayor formacion
de callos embriogénicos, asi como el medio de cultivo éptimo para su induccion
a través del conteo del numero de frascos que presentaron formacién de calio

embriogénico.

3.4.5 Proliferacién y germinacién de callos embriogénicos

Para la proliferacion de callos embriogénicos, los medios de cultivo utilizados no
presentaron ninguna modificacion. Para su maduracion, fue necesario realizar
subcultivos cada tres semanas en el mismo medio de cultivo. La germinacién de
callos embriogénicos se realizé probando dos medios de cultivo: medio MS sin
hormonas y medio MS con hormonas a la mitad de su concentracion original (ver

anexo) .

3.4.6 Obtencion de plantulas
De la germinacion de los embriones somaticos se obtuvieron pequefas
plantulas, las cuales se individualizaron y se pasaron a medio MS sin hormonas ;

una vez aicanzada una talla de 10 cm de longitud fueron transferidas a una
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mezcla estéril de tierra con hojarasca (2:1) y mantenidas en condiciones de

invernadero, logrando asi la obtencidn de plantas completas de zanahoria.

3.4.7 Cinéticas de crecimiento

Se realizaron curvas de crecimiento de callo embriogénico con la finalidad de
conocer la fase de crecimiento exponencial de los callos embriogénicos, para su
posterior transformacion por biobalistica, ya que en ésta etapa de crecimiento la
probabilidad de integracion del DNA es mayor. Estas curvas de crecimiento se
realizaron registrando en una balanza las mediciones de peso fresco y peso
seco de los callos embriogénicos seleccionados al azar obtenidos de los
explantes de tallo y peciolo. Dichas mediciones tuvieron lugar cada tercer dia
partiendo de 0.5 g de callo durante 2 semanas tanto para peso fresco como peso
seco; los callos empleados para la curva de peso seco fueron extraidos del
medio del cultivo 24 horas antes de registrar las lecturas de peso y colocados en
papel aluminio para que posteriormente fueran secadas en un cuarto obscuro a
temperatura ambiente. Las curvas de peso fresco para los explantes tallo y
peciolo fueron realizadas a una temperatura controlada de 28 °C durante tres
dias con 10 repeticiones para cada uno, mientras que las curvas realizadas en
peso seco fueron realizadas con oOnicamente 3 repeticiones para ambos

explantes.
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 Métodos de Esterilizacion de semillas

Para el establecimiento de cultivos asépticos de zanahoria se probaron dos
métodos de esterilizacion, los cuales se especifican en Tabla 3-1, donde se
muestra que el primer método utilizado resulté ser ineficiente, ya que se obtuveo
el 100% de contaminacién, siendo necesario por esta razén probar un segundo
método, en el cual se aumento el tiempo de exposicion con el agente
desinfectante (NaClO;), ademas de adicionar un agente tensoactivo (Tween 20)

y un agente desinfectante (microdin®) .

Tabila 3-1.Establecimiento de cuttivos asépticos de zanahoria

METODO DE . NUMERO DE FRASCOS |~ .=~ %DE
ESTERILIZACION |- .SEMBRADOS - . - | ;' CONTAMINACION, .
1. Inmersion en ETOH at
70% durante 1 min.
Inmersién en NaClO;_ al 10 100
30% (v/v) durante 5 min.
Enjuagar con H,O d estéril.
2. Inmersidn en ETOH al
70% durante 1 min.
Inmersidén en una mezcla
de NaClO; al 30% (viv) + 1
gota Tween 20 + 5 gotas 10 o
de microdin® durante 8
min.
Enjuagar con H,O d esteéril.
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De acuerdo a los resultados obtenidos el método de esterilizacion adecuado
para el establecimiento de cultivos asépticos fue ei método dos en e! cual se

logré la desinfeccion total de la semiila obteniendo 0% de contaminacion.

Lo anterior se debe a que factores fisicos y quimicos como agitacién y adicion
de desinfectantes, tienen efectos determinantes e intensos en todas las

actividades de los microorganismos (Mejia, et al. 1998).

La presencia del etanol como antiséptico inhibe la actividad de la mayoria de
fos microorganismos, ya que ejerce un efecto neto en la permeabilidad de su
membrana a través de la desorganizacién de la disposicién ordenada de lipidos
y proteinas, alterando su funcion. Sin embargo no logra eliminar en su totalidad
a los microorganismos (Mejia, et al, 1998). Es por esta razén que se utiliza
conjuntamente con el tensoactivo Tween 20 el cual es un surfactante, que
disminuye ia tension superficial permitiendo asi obtener una mayor superficie de
contacto con los agentes desinfectantes (NaClOz y microdyn®).
(http://www.colpos. mx/agrocien/Bimestral/2001/may-jun/art-1.pdf).

El NaClO2, es un desinfectante que actua sobre proteinas y acidos nucleicos
de los microorganismos, oxidando grupos -SH, ademas de atacar grupos
aminos, indoles y al hidroxifenol de la tirosina, es activo sobre todas las A
bacterias, incluyendo esporas, y ademas es efectivo en un amplio rango de
temperaturas, su actividad bactericida se debe al acido hipocloroso (HCIO) y al
Clz que se forman cuando el hipoclorito es diluido en agua

(www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/esterilizacion).
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Por otra parte la solucién de plata coloidal microdyn® adicionada en el segundo
método de esterilizacion presenta actividad bactericida, la cual se ve potenciada
por efecto sinérgico con el agente desinfectante hipoclorito de sodio. Esta
solucién de plata coloidal al reaccionar con los grupos SH de las proteinas
funcionales y estructurales de las células bacterianas, inhibe su respiracién,
misma que ocurre a través de las membranas celulares (www.fai.unne.edu.ar),

logrando asi matar a las bacterias presentes en la superficie de la semilla.

Al aumentar el tiempo de exposicion de la mezcla desinfectante con la semilla
ocurre una mejor penetracion en ésta, ademas de que se asegura la eliminacién
de los microorganismos, ya que éstos no son susceptibles a un agente
desinfectante en la misma forma, por lo que no todos mueren al mismo tiempo.
De esta forma se logro reducir al 100% la contaminacion causada por hongos y

bacterias, logrando asi que la esterilizacién de semillas fuera efectiva.

( www.web.mit.edu ).

3.5.2 Seleccion de Explantes y Medio de cultivo

Con la finalidad de encontrar un medio de cultivo que favoreciera la induccion de
callo embriogénico asi como el mejor explante para este fin, se compard la
respuesta embriogénica de los cuatro tipos de explantes utilizados (tallo, peciolo,
hoja cotiledonaria y hoja verdadera), inoculados tanto en el medio Myt, como en

el medio Z-1 (Figura 3-3y Figura 3-4 ).
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1) (b)

Figura 3-3 Induccion y formacién de callo embriogénico en los explantes
{a)peciolo y (b) hoja cotiledonaria

() (b)

en el exp tallo.

Figura 3-4. (a)induccién y (b) formacion de callo embriogé
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Los resultados obtenidos en la Grafica 3-1 muestran que los dos medios de
cultivo probados indujeron una respuesta embriogénica diferente, lograndose un
mayor porcentaje de induccién de callo embriogénico en el medio Myt
conteniendo 3 mg L-7 de MCPP y 0.32 mg- L' de BAP, ademas de observarse
un 100% en la obtencién de callo embriogénico para los explantes tallo y peciolo,
seguidos del explante de hoja cotiledonaria, con un 80% de induccién, mientras

que la respuesta embriogénica en hoja verdadera fue nula.

OMyt
-z-1

% de callo embriogénico

Peciolo Hoja Hoja v Tallo
cotiledonaria verdadera

Tipo de explante

Grafica 3-1nduccion de callo embriogénico

Tal y como lo describe Sherrington (1984), la induccion de la embriogénesis se
ve favorecida por una interaccion entre una alta concentracidon de auxina y una

baja concentracion de citocinina. El MCPP es una auxina sintética que modula la
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expresion morfogenética en altas concentraciones, ya que actia sobre las
peroxidasas de la pared celular favoreciendo la formacion de los proembriones.
Por otra parte la BAP es una hormona sintética aparentemente necesaria en la
division de células vegetales, ya que en ausencia de ésta, la metafase de la
mitosis se retarda, por o que se sugiere su intervencion en la regulacion de la
sintesis de proteinas involucradas en la formacion y funcién del huso del

aparato mitdtico (George and Sherrington, 1984).

Se observd que el explante de hoja verdadera no presenta ninguna formacion
de callo embriogénico por lo que se siguidé la metodologia planteada unicamente
con los explantes tallo, peciolo y hoja cotiledonaria, los cuales presentaron un
elevado porcentaje de respuesta embriogénica (Grafica 3-1). Esto se debe a que
los explantes tallo y peciolo contienen zonas altamente meristematicas, en las
cuales se biosintetizan y/o liberan factores de crecimiento naturales, los cuales

favorecen la division celular (George and Sherrington, 1984).

Se obtuvo una menor cantidad de callos embriogénicos en el medio Z-1
debido a que el nivel de la auxina presente (2,4-D 1 mg . L'") es bajo para la
obtencién de los proembriones, ademas, de que las vitaminas presentes
(vitaminas R3) son insuficientes, mientras en el medio Myt la concentracion de
auxina empleada es mayor (MCPP 3mg . L ') ademas de contener una mezcla
rica en vitaminas y aminoacidos; ya que como sugiere Reinert et. al. (1967), la
adiciéon de nitrato en altas concentraciones en e! medio de cultivo, junto con
compuestos nitrogenados reducidos es muy importante para la respuesta

embriogénica en zanahoria. Debido a esto los subcultivos posteriores de callos
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embriogénicos se realizaron en el medio Myt, ya que de esta manera se observo
un aumento en la formacién de callo embriogénico aunque la respuesta no fue

equivalente a la observada en los callos inducidos desde el inicio en el medio

Myt.

3.5.3 Proliferacién y germinacién de callos embriogénicos

Para la proliferacion de callos embriogénicos se les continud subcultivando tanto
en medio Myt como en medio Z-1, a pesar de observar una notoria respuesta
favorable en el medio Myt, lo cual se realizd con la finalidad de comprobar los

resultados obtenidos en la etapa de induccion (Figura 3-5a).

Una vez realizados los subcultivos, se observé que la proliferacién de callos
embriogénicos presentd la mejor respuesta en el medio Myt con respecto a los
callos de! medio Z-1, confirmando que el medio Myt es el mas adecuado para ia
induccién y proliferacion de callos embriogénicos. Esto se debe a que se obtuvo
un 100% de formacion de proembriones en los frascos con callo embriogénico
provenientes de los explantes tallo y peciolo, contenidos en el medio Myt

(Grafica 3-2).
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100

% Formacidn de proembriones
o
<]

Medio de cultivo

Grafica 3-2. Proliferaciéon de callo embriogénico.

(a) (b)

Figura 3-5(a)Proliferacion de embriones de tallo en medio Myt.(b) Germinacion de
embriones de peciolo en medio s/H.

Para realizar la seleccion del mejor medio de cultivo para la germinacion de
embriones somaticos, los callos provenientes de los medios Myt y Z-1 fueron

transfieridos a los medios de cuitivo MS con y sin hormonas para comparar
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respuesta ante la ausencia y presencia de auxinas, esto se realizé para los

explantes de peciolo, hoja cotiledonaria y tallo (Grafica 3-3).

100
3

S 80

8

£ e .

g 1

© 40 M Hcot
2 [=h3

52 20

c/H (Myt) c/H(Z-1) s/H (Myt) s/H (Z-1)
Respuesta por medio de cultivo

Grafica 3-3. Germinacion de callo embriogénico

La germinacidn de los embriones se realizé en los medios MS con la mitad de
hormonas utilizando 2,4-D (0.5 mg . L") y MS sin hormonas, de los cuales, el
medio MS con la mitad de hormonas no generd la respuesta esperada por
presentar un porcentaje bajo (40%) de germinacion de los embriones para el
explante peciolo en comparacion al explante tallo ya que presentd el 100%
mientras que la respuesta para el explante de hoja cotiledonaria fue nula. Por el
contrario, en el medio MS sin hormonas se presentd !a germinacion satisfactoria
de los embriones (Figura 3-5b) observando un mayor porcentaje de respuesta
para los explantes peciolo y tallo (85% y 73% respectivamente), encontrandose

que la germinacion de plantas completas se logro en los callos provenientes del
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medio Myt de manera similar. Cabe sefialar que la germinacion de los callos

provenientes del medio Z-1 fue nula para los tres explantes utilizados.

t o anterior se debe a que una vez formadas las células embriogénicas (callo),
éstas continlan su proliferacién, para lo cual es necesaria la presencia de
auxinas como reguladores de crecimiento, sin embargo resultan inhibitorias para
la conversion de embriones somaticos a plantulas ( Arnold, 2001), es por ello

que se eliminan de! medio de cultivo.

3.5.4 Regeneracion

A partir de los embriones subcutivados en medio MS sin hormonas se obtuvieron
plantulas de zanahoria, las cuales fueron individualizadas de los callos
embriogénicos procedentes de tallo y peciolo (Figura 3-6). Logrando la obtencién
de 10 plantas completas de zanahoria promedio por frasco con callo
embriogénico a! cabo de su adaptacidon en condiciones de invernadero (Figura

3-7).
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Figura 3-6. Desarrollo de plantulas completas a partir de (os explantes Peciolo y

Tallo en medio Myt.

Dauvcus carota L.

Figura 3-7. Plantas completas de zanahoria por embriogénesis somatica.
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3.5.5 Cinéticas de crecimiento
Para llevar a cabo la transformacion genética en zanahoria (Dawcus carota L)
por medio de la técnica de biobalistica, fue necesario establecer la fase
exponencial de crecimiento del callo embriogénico, logrando esto a través de
curvas de peso fresco y seco en los explantes tallo y peciolo.

Como se muestra en la Grafica 3-4 y Grafica 3-6, los callos embriogénicos
obtenidos a partir de tallo y peciolo presentan un comportamiento similar ya que
ambos explantes tienen un crecimiento lineal tanto en peso fresco asi como en

las de peso neto.

Pezorasco 1] o et
"1 = TESIS CON
' T FALLA DE ORIGEN

1C -
o« ~—r 177717 T T
2 2 Pl 3 13 "t 13 12 12 hi-1
Tiempo (dias)
Grafica 3-4. Cinética de cr i > con base en el peso fresco en los cultivos de
callos embriogénicos de zanahoria, proced de los plantes de talloy

peciolo.

45




Con la finalidad de contemplar Unicamente el aumento de peso debido al
crecimiento, se realizaron curvas en peso seco (Grafica 3-5), para descartar el

peso proporcionado por el agua absorbida durante el crecimiento del callo.

—e—Tu4o
—e—Pasan

1.2 -

Peso seco 1.1 -
(g de callo) 1

0.7—. %\ .
cel /

Q.5 -

T T T T T T T T L)
a 2 < 6 a 1 12 AL3 "

Tiergn (das)

Grafica 3-5. Curva de crecimiento con base en peso seco para los callos
embriogénicos de zanahoria procedentes de los explantes tallo y peciolo.
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Grafica 3-6.Curva de crecimiento con base al peso neto de los callos
embriogénicos provenientes de los explantes de tallo y peciolo.

La grafica 3-6 hace referencia al peso neto, el cual fue obtenido de la diferencia
entre peso freso y seco de los callos, de manera que se muestra unicamente el
crecimiento sin tomar en cuenta la cantidad de agua que constituye al callo
observandose para ambos explantes un mayor incremento en peso neto cercano
al dia 8 del subcultivo.

En la misma se muestra que los explantes tallo y peciolo no presentan fase
lag observandose un comportamiento de crecimiento constante.

Al elegir al dia 8 como el 6ptimo para realizar el bombardeo de los callos
embriogénicos, se aumenta la probabilidad de que el DNA plasmidico se integre

al DNA gendmico de las células de zanahoria .
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3.6 CONCLUSIONES

1.

El mejor método para ia obtencion de cultivos asépticos fue aquel en el
cual se agitaron las semillas en etanol al 70% durante 1 min y
posteriormente 8 min. en una mezcla de microdin®, Tween 20 y NaCiO;
al 30%, ya que se elimind totalmente la contaminacion .

Para la induccion de callos embriogénicos el medio Myt resuité ser el
mas adecuado, ya que contiene la cantidad de reguladores de
crecimiento, vitaminas y sales necesarios para promover la formacion de
callos embriogénicos, la cual se ve favorecida por la interaccion
presentada entre la citocinina BAP y la auxina MCPP.

En los medios utilizados los explantes de hoja cotiledonaria y hoja
verdadera no son aptos para llevar a cabo la embriogénesis somatica por
no presentar zonas meristematicas, ya que requieren de una mayor
concentracion de reguladores de crecimiento tanto intemos como
externos para promover la formacion de callo embriogénico, por lo que a
pesar de aplicar los mismos tratamientos en las etapas posteriores a la
induccion no se logré la germinacion de plantas a partir de los pocos
callos embriogénicos obtenidos.

Se obtuvieron como mejores explantes para lograr la embriogénesis

somatica el peciolo y tallo, por ser aquellos que presentaron la mejor
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respuesta tanto para la etapa de induccién como para las etapas
posteriores.

Los explantes de tallo y peciolo presentaron la germinacion de embriones
en un 80% (aproxidamente) el medio MS sin hormonas (Murashige y
Skoog,1962), debido a que por su composicion dicho medio proporciona
las condiciones nutritivas necesarias para el desarrollo de las plantulas,
por lo que por esta via es posible obtener plantas completas de
zanahoria de manera eficiente.

Las cinéticas de crecimiento realizadas aportaron informacion suficiente
para determinar los dias convenientes para efectuar la transformacion
genética por medio de la técnica de biobalistica. Siendo el dia 8 el

optimo para realizar el bombardeo de callo embriogénico.
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4 CAPITULO Il TRANSFORMACION GENETICA DE
ZANAHORIA POR MEDIO DE BIOBALISTICA

4.2 INTRODUCCION

L.as técnicas de la biologia celular y molecular se han convertido en poderosas
herramientas para complementar el fitomejoramiento tradicional, permitiendo el
acceso a un banco genético amplio a través de la transferencia de genes con
caracteristicas deseables entre dos especies sin importar su relacién
taxondmica, siendo posible introducir nuevos genes a muchas especies
vegetales.

Las principales areas de investigacion para el mejoramiento de las plantas
son la resistencia a los herbicidas, a los insectos y a las enfermedades
microbianas, asi como la mejora de la calidad de los productos. Entre las plantas
modificadas genéticamente, sometidas a ensayos de campo a gran escala
figuran calabazas resistentes a virus, algoddn tolerante a los herbicidas y
semillas oleaginosas de soya y colza con aceites. modificados (Brock,1999).
Ademas, las plantas transgénicas son un sistema de expresion viable y muchas
veces preferible para la obtencion de productos farmaceéuticos, ya que se ha
demostrado, que tienen una gran capacidad para expresar genes provenientes
de fuentes tan diversas como virus, hongos, bacterias, insectos u otras especies
vegetales; asimismo son capaces de Illevar a cabo meodificaciones

postraduccionales complejas (ej. Glicosilacion) y producir concentraciones altas
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de las proteinas de interés (Guerrero,2000). Por otra parte la produccion de
proteinas recombinantes en plantas tiene muchas ventajas potenciales para la
generacion de biofarmacéuticos relevantes, entre las cuales se encuentran la
disponibilidad de la tecnologia para ila cosecha y procesamiento de plantas a
gran escala, ademas representan una via mas economica que la utilizacion de
sistemas industriales como los bioreactores y la fermentacion, asimismo se
elimina la necesidad de purificar la proteina recombinante cuando el tejido de la
planta es utilizado como alimento (vacunas comestibles)

(bttp:/irevistadelsur.org.uy/revista.113-114/Tapa5.html).

El predominio de la enfermedad de la Hepatitis B en paises en vias de
desarrollo justifico los esfuerzos iniciales por Mason et al. (1992) de introducir el
concepto de produccion de vacunas en plantas, mediante la expresion del

antigeno de superficie del virus de la hepatitis B en plantas de tabaco.

Las proteinas involucradas en la respuesta inmune pueden ser producidas a
bajo costo y purificadas facilmente de los extractos vegetales para ser
inoculados de forma parental o mejor adn, en forma oral mediante el consumo
de las partes comestibles de las plantas transformadas, reconociendo que es
necesario expresar la proteina deseada en un alimento que se consuma crudo,
para asi evitar la desnaturalizacion de esta (http://www . bact.wiscedu , 2002).
Esto ultimo puede estimular respuestas inmunes en los sitios de entrada de
muchos patoégenos, facilitando el disefio de programas de vacunacién a gran
escala. Asimismo se ha demostrado que la presencia de antigenos especificos

en plantas que van a ser utilizados como inmunégeno oral puede provocar
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reacciones inmunolégicas comparables con las provocadas por las vacunas
convencionales (Haq., et al., 1995).

Aunque recientemente la investigacion de las vacunas comestibles esta
dirigida a enfermedades humanas, la tecnologia también tendra valor inmediato
en la produccion de vacunas comestibles de interés veterinario, logrando asi un

mejoramiento en la salud animal (http://www.bact.wiscedu, 2000).

Por otra parte, el virus de la Enfermedad de la rabia esta ampliamente
distribuido en la fauna animal, tanto silvestre como domestica, causando
grandes perdidas en la industria ganadera de nuestro pais ya que segun la

Direccion de Salud Animal produce de 15 a 20 mil muertes de ganado bovino al

ano.

Uno de los principales métodos de control y erradicacién de la rabia es la
inmunizacién. En Meéxico existen vacunas del virus “vivo™ modificado y muerto,
sin embargo aunque en general las vacunas antirrabicas son de buena calidad al
salir de los laboratorios productores su conservacion es dificil, especialmente por

la pérdida de la cadena fria en los diferentes territorios de nuestro pais.

Recientemente se han utilizado como alternativa de vacunacion vectores que
tienen todas las ventajas de la replicacion del virus para una estimulacién totat
de la respuesta inmune sin efectos indeseables que son asociados con vacunas
de virus vivo, atenuado o muerto. Esto debido a la necesidad desesperada de
obtener vacunas de bajo costo en paises en vias de desarrollo. La primera

vacuna de este tipo fue utilizada en los 70’s en Europa. Este tipo de vacunas
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designadas como SAG-1 y SAG-2 son genéticamente estables y han sido
probadas, SAG-2 ha sido probada por la ruta oral. (Bringgs, D.J., et. al., 2002).
De esta manera y debido a la alta incidencia de la rabia paralitica bovina
(derrienge) en nuestro pais, se vuelve posible y deseable elaborar una planta
transgénica basada en el modelo de zanahoria que pueda ser utilizada e la

inmunizacién contra el virus de la rabia.

4.1.1 Objetivo General
o Lograr la transformacién genética de zanahoria (Daucus carota L.)
introduciendo el gen de la proteina “G” del virus de la rabia a callos

embriogénicos por medio de la técnica de biobalistica.

4.1.1.1 Objetivos especificos
o Determinar la concentracion éptima de kanamicina para la seleccion de

células de zanahoria transformadas.

o Verificar la incorporacion de! transgen mediante pruebas de expresion

transitoria y permanente.

4.2 REVISION DE LITERATURA

Para la transformacion de células vegetales se encuentran diversas técnicas,
tales como microinyeccion, bombardeo con particulas, transformacion con
Agrobacteriurmm tumefaciens, y otras que emplean al polietilenglicol y la

electroporacion (Kaufman, P.B., 1995).
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Por mucho tiempo se creyd que este uitimo método era Uunicamente aplicable a
plantas dicotileddéneas, sin embargo estudios recientes han mostrado que
muchas monocotiledéneas de importancia comercial pueden ser transformadas
por Agrobacteriurm sp., tales como trigo (Triticum aestivum L.), maiz (Zea mays
L.), arroz (Orizaba sativa L.), cebada (Hordeumn vulgare L.), y avena (Avena

sativa L.) (Trigiano.,et al/, 2000).

Actualmente, las técnicas mas utilizadas en la transformacién genética son:

transformacion con Agrobacterium tumefaciens, y el bombardeo con particulas.

4.2.1 BOMBARDEO CON MICROPARTICULAS

Entre las técnicas para la transformacion de células y tejidos vegetales intactos
destaca el bombardeo de paniculés, que emplea microproyectiles metalicos
impulsados a altas velocidades para introducir DNA o RNA en las células
vegetales (Sanford et al.,1987 ;Crristou £t al,1988). El método de bombardeo
fue desarrollado por el grupo del Dr. John Sanford, permitiendo introducir DNA a
cualquier tipo de célula (www.hemerodigital,unam. mx/ANUIES). El primer reporte
en el que se utilizé un dispositivo de bombardeo fue hecho en 1987, por Sanford
et al. quienes introdujeron particulas de tungsteno cubiertas con RNA del Virus

de Mosaico del Tabaco en células epidérmicas de cebolla (Allium cepa).

Este método se caracteriza por lograr la penetracién fisica de la pared ceilular
de la planta permitiendo la transferencia del DNA a un amplio rango de tejidos
blanco, generando una gran ventaja sobre otros métodos de transformacion

genética. La pistola de microinyeccion fue disefiada para bombardear células de
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plantas con DNA cubierto con microproyectiles metalicos de densidad y peso
variable (oro, tungsteno, platino) (Figura 4-1). Estas particulas son cubiertas con
DNA y son bombardeadas a alta velocidad a las células intactas penetrando la
pared celular y depositando el DNA a las células vegetales por medio de
descargas eléctricas o gases a alta presion (Morrish, 1991). Los tejidos blanco
bombardeados hasta la fecha incluyen polen (Twell, 1989), callos embriogénicos
(Fromm, Gordon-Kamm, Finer, Fitch, 1990), meristemos (Tomes, 1990),
embriones (Taylor, 1991), hojas y células en suspension; en todos los casos se
ha empleado la expresion transitoria de un gen para demostrar que el DNA ha
sido integrado a las células y a organelos en algunos casos. La integracion del
DNA al genoma de la planta y su transferencia a células hijas ha sido reportada
para tabaco (Tomes, 1990), soya (Christou, 1989) y maiz (Fromm, Gordon,
1990, Armstrong, 1991) Gnicamente, por lo que se han hecho grandes esfuerzos

para la optimizacion de este método.

Figura 4-1.Camara de bombardeo
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4.2.2 Parametros involucrados en la transferencia genética
4.2.2.1Construccion del vector

Para lograr la obtencion de células transformadas se requiere de un vector que
asegure la produccién eficiente de un gen funcional producido en las células
vegetales blanco. Los vectores vegetales consisten en un cassette de expresiéon
que contiene una regidn del promotor, un sitio de iniciacion transcripcional, y
una porcion de la cadena 5° no traducida del promotor de interés junto a un Sitio
Mditiple de Clonacion (SMC) sintético, seguido de una sefial de poliadenilacion.
El SMC con sitios de restriccion unicos permite la insercidn de secuencias
codificadas de genes eucaridticos o procaridticos. Esta estructura permite la
construccion de una variedad de vectores con combinaciones sencillas o
miultiples de genes reporteros, los cuales permiten la deteccion rapida del DNA
transferido, y de genes marcadores selectivos los cuales pueden ser empleados

para distinguir por seleccion a las células transformadas (Southgate,1995).

4.2.2.2 Genes Reporteros

La presencia del DNA en las células vegetales puede ser demostrada 24 h
después de la transformacion genética por medio de ensayos transitorios. Estos
ensayos estan basados en la expresion de genes llamados “genes reporteros”
los cuales son expresados en las células sin integrarse al genoma, asi pueden
ser usados para demostrar la transferencia exitosa del DNA a las células. La

expresion transitoria requiere de un producto que pueda ser rapida y facilmente
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monitoreado. El sistema del gen reportero de GUS propuesto por Jefferson et al.
(1987) consiste en el gen gus que codifica para la enzima f3-glucoronidasa y
reacciona con el sustrato x-gluc el cual se oxida formando una coloracién indigo,
asi las células transformadas pueden ser reconocidas por ésta coloracion;
siendo este sistema ampliamente utilizado en la optimizacion de los parametros
del bombardeo con microproyectiles (Klein 1988, Perl 1992, Charest 1993,

Aragao 1993).

4.2.2.3 Promotores

Multiples estudios han demostrado que el promotor 35S del virus del mosaico de
la coliflor proporciona niveles constitutivos y elevados de expresion de genes en
las células vegetales, por lo tanto, el promotor 35S se ha convertido en el
promotor mas ampliamente utilizado en estudios de transformacion de plantas

dicotiledéneas y monocotiledoneas.

4.2.2.4 Marcadores selectivos

En la construccion de vectores para la expresion genética, ha sido empleada !a
introduccidon de marcadores selectivos a las células vegetales para recuperar
aquellas lineas de ceélulas que han sido transformadas. Debido a la baja
frecuencia de transformacion estable cominmente obtenida con el bombardeo
de microproyectiles, son requeridas estrategias metabdlicas o visuales de
seleccion para la recopilacion de las transformantes. El criterio mas importante
para elegir un buen marcador selectivo incluye el contemplar la aparicién de

escapes y no presentar efectos adversos en la regeneracion y fertilidad de la
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planta, dentro de los muchos marcadores empleados se encuentra el gen
bacterial de la neomicina fosfotransferasa Il (Armstrong, 1991) que permite ia
seleccidn de células transformadas por medio de kanamicina y ha sido utilizado

ampliamente en la seleccion de plantas dicotiledéneas ( Vasil, Armstrong, 1991).

4.2.3 Parametros que afectan la introduccidn del DNA en el tejido blanco

El éxito del bombardeo con microproyectiles depende de la penetracién al tejido
vegetal y de la transferencia del DNA con un dafio minimo a las células blanco,
existen muchos parametros que pueden ser modificados para optimizar ambos
factores de riesgo dentro de los cuales se encuentran el tamario de particula y
su densidad, cantidad de DNA distancia del tejido al plato de disparo, apertura
del plato de disparo, niumero de bombardeos, método de precipitacion del DNA,
distancia y vacio, método de propulsion de particulas y densidad de particula

(Southgate, 1995) .

4.2.4 Vacunas comestibles

La funcion de las vacunas es preparar al sistema inmunoldgico para destruir
rapidamente a los agentes especificos causantes de una enfermedad antes de
que puedan muitiplicarse en cantidad suficiente como para provocar sintomas,
esto se logra " enfrentando al sistema inmunitario a suspensiones de

microorganismos patogenos, muertos o inactivados.

El sistema inmunoldgico responde a la vacuna como si fuera atacado por el
antagonista movilizandose para destruir al agente extrafno, de esta manera las

células registran esto en su memoria y quedan alertas para defender ai
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organismo en el momento en que se presente nuevamente el patégeno causante

de la enfermedad (Landridge, 2000).

Recientemente se han refinado los métodos de elaboracion de vacunas por
ingenieria genética, en éstos se insta a organismos inocuos a producir proteinas
provenientes de los patdgenos, las cuales ponen en marcha la respuesta
inmunitaria contra el patégeno causante de la enfermedad. Este tipo de vacuna
es llamada vacuna de subunidad y se aplica tanto para las enfermedades

viricas como para las bacterianas (Brock, 1999).

Asimismo otro método que resulta muy interesante es la producciéon de
vacunas en productos vegetales comestibles. Estas vacunas comestibles estan
en la actualidad en desarrollo por varios grupos de investigacion, siendo estas
muy parecidas a las de subunidades (Brock, 1999), ya que contienen
unicamente a los genes que codifican para ciertos antigenos, radicando asi su
importancia en el hecho de evitar el uso del virus ya sea atenuado, muerto o vivo
y sdlo se utilizan las subunidades del mismo, lo cual también evita el cultivo del

virus, disminuyendo significativamente la virulencia (Landridge,2000).

El concepto de vacunas orales en tejidos vegetales comestibles fue
desarroliado por Mason et al, (1992) quienes expresaron el antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B en plantas de tabaco con la esperanza de
encontrar posteriormente un sistema que les permitiera el desarrollo de la
vacuna oral. Reportes posteriores dan cuenta de la expresion de un antigeno de
la rabia en jitomate (Mac Garvey et al,1985), de la obtencion de piantas

transgénicas de tabaco y papa que expresan los antigenos de la enterotoxina
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sensible al calor de Escherichia coli (Haq et al .,1995), de la proteina de la
capside del virus Norwalk (Mason et al.,1996), de la expresion del antigeno de la
subunidad B de la toxina del cblera en papa (Arakawa et al., 1998), de la
expresién de la glicoproteina S del virus de la gastroenteritis transmisible del
cerdo en Arabidopsis thaliana y de la produccion de plantas transgénicas de
alfalfa con el antigeno de la proteina estructural VP 1 del virus de la fiebre aftosa
(Wigdorovitz et al/.,1999). Los antigenos obtenidos de esta manera han
demostrado su inmunogenicidad en animales ya sea mediante el suministro de
los extractos vegetales (tabaco) o de los tejidos comestibles cuando el caso lo

permite (papa y alfalfa) (Guerrero,2000)

Unc de los obstaculos a los que se enfrenta el uso de las vacunas
comestibles es su posible degradacion en el estdmago, ademas de sugerir que
las dosis recomendadas podrian ser de 10 a 100 veces mayores que la dosis
inyectable para lograr una respuesta inmune comparable a la de las vacunas

parenterales (Landridge, 2000).

Sin embargo, al cabo de varios afos de investigacidon, la modificacion
genética de cultivos ha adquirido gran importancia ya que este tipo de vacunas,
resultan mas resistentes al calor que las vacunas comunes, por lo que pueden
ser almacenadas sin recurrir a la refrigeracién, evitandose asi el transporte de
las mismas en cadena fria, la cual muchas veces se pierde, disminuyendo asi la

calidad del inmundgeno (Ryan, E.J., et. al,, 2001, Walmsley, A., et. al., 2000).

Actualmente ya se cuenta con antigenos contenidos en alimentos como el

platano, el maiz, trigo, soya, arroz y lechuga, asi como en alfalfa para vacunas
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de animales de granja. La mayoria de las vacunas se producen utilizando virus
o bacterias contra las cuales se busca la proteccidn, modificando en algunos
casos virus de plantas como el virus del mosaico del tabaco con el propdsito de
producir antigenos de virus de mamiferos o enfermedades infecciosas. Los virus
transgenicos de plantas producen rapidamente grandes cantidades de antigenos
que sirven para la inmunizacion oral contra virus portados por mamiferos o

contra bacterias patégenas (Landridge, 2000).

El uso de las plantas transgénicas como vehiculos de inmundgenos
comestibles permite la disminucién de los costos tanto en su produccién como
en la administracion. Otra de las ventajas en cuanto a costos es que estos se
ven disminuidos al realizar vacunaciones masivas en poblaciones animales o

humanas (Modelska., A., et. al., 1998, Larrick, W.J., 2001).

En cuanto a la estimulacidn inmunologica de las vacunas comestibles
basadas en plantas transgénicas se ha demostrado la produccién de anticuerpos
tanto a nivel de mucosas como a nivel sistémico detectandose principalmente la
produccion de anticuerpos IgA e IgG (Haq, A.T., et. al. 1985, Fiedler, U., et. al.,

1997, Modelska., A., et. al., 1998, Ryan, E.J., et. al., 2001).

Una caracteristica importante a considerar es el hecho de que no existen
casos reportados en la bibliografia en donde plantas transgénicas broduzcan
efectos secundarios de tipo inmunolégico, tales como alergias ya sea contra
componentes de las vacunas tales como conservadores o a las lineas celulares

de las cuales provienen. Ademas de eliminar el dafio neuropatolégico causado
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por vacunas derivadas de cerebros de raton lactante que contienen restos de

mielina (Modelska., A., et. al., 1998).

4.2.5 Enfermedad del virus de la Rabia

La rabia es una infeccion viral aguda que ataca el sistema nervioso y provoca
encefalitis en los mamiferos (http://tusalud.com.mx ). En los animales, existe una
forma paralitica de los roedores y una forma furiosa en los carnivoros. Los
sintomas en el hombre pueden expresarse en las. dos formas (Loza-Rubio, E.,

et. al. 1999).

El virus se encuentra usualmente presente en la saliva de los animales
infectados y generaimente es transmitida por la mordedura de estos aunque no
necesariamente, ya que basta que exista una solucion de continuidad en la piel
que entre en contacto con la saliva del animal rabioso para la inoculacion (Smith,

J., et. al.,, 1991).

El perro es el principal reservorio y transmisor del virus en el ciclo urbano en
México v en el resto de Ameérica Latina, el reservorio silvestre principal en
Latinoamérica es el murciélago hematéfago Desmodus rotundus, quien transmite
la rabia paralitica bovina ocasionando grandes pérdidas economicas para la
ganaderia ( www.ejournal.unam.mx ;1999).

La velocidad con la que se manifiestan los signos y sintomas de la rabia
depende de las caracteristicas biolégicas de la cepa del virus que infecta, de la

concentracion de receptores para el virus en las células nerviosas del musculo
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esquelético, de la magnitud del indculo, de la inervacion nerviosa en el sitio de

entrada y de la proximidad de la lesién al Sistema Nevioso Central (SNC).

Al ser inoculado el virus por via subcutanea o intramuscular, en éste caso la
mordedura, se propaga del lugar de inoculacion al sistemma nervioso central por
el axoplasma de los nervios periféricos. La distribucién del virus no es uniforme y
la frecuencia de la infeccidn de diferentes érganos es variable, aunque siempre
que se aisla el virus de las glandulas salivales, se le encontrara en el sistema

nervioso central.

El periodo de incubacion es muy variable y depende de la naturaleza del
virus, de la cantidad de virus que se inoculé y del sitio anatémico donde ocurrid
la agresién, entre otras cosas. Las primeras manifestaciones generalmente

ocurren de uno a tres meses después de la agresion.

(http://iwww.facmed.unam.mx).

4.2.6 Virus de la Rabia

El virus de la rabia pertenece al orden Mononegavirales y a la familia
Rhabdoviridae que son virus infectantes de animales vertebrados e
invertebrados. Dentro de la familia, los géneros mas estudiados son el
Vesiculovirus representado por e! virus de la estomatitis vesicular (VSV) y el
Lyssavirus, compuesto por los virus de la rabia. La nomenclatura actual
reconoce a todos los miembros del género Lyssavirus como virus de la rabia, ya
que todos producen en los mamiferos una encefalomielitis aguda. Una de las

caracteristicas unicas de los genomas de ARN de cadena negativa de un
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rhabdovirus es que esto sirve como una piantiia tanto para la transcripcion
(sintesis de ARNmM) como para la replicacién (sintesis del genoma ARN).

(Banerjee, A.K., 1987, Nicholson, G.K., 2000, Wunner, W., 1988).

4.2.7 Composicién molecular y clasificacion
Las dimensiones del viridon son 75 nm de diametro y un largo que varia entre 130
nm (mediana: 180nm), la envoltura viral esta tapizada de espiculas de 9 nm de

longitud, con forma tipica de bala (Figura 4-2) (www.pasteur.fr ).

Figura 4-2.Virus de la rabia en forma de revélver {col do artificial te)
El virus esta envuelto por una bicapa lipidica (membrana © envoltura), cuya
composicion es semejante a la de la membrana neuronal. En la membrana esta
insertada la glicoproteina denominada G. Hacia el interior esta la proteina de
matriz o M, la nucleocapside constituida por tres proteinas (N, P y L) y el acido
nucleico que es un RNA de cadena sencilla y de polaridad negativa (Figura 4-3)

(www.facmed.unam.mx ).
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Figura 4-3.Composicion molecular del virus de {a rabia
La informacion genética del virus esta contenida en 11,932 nucledtidos
determinados en la cepa PV del virus de la rabia. La posicion de los genes en el
RNA de cadena negativa es N, P, M, Gy L en sentido 3°a 5°, seguin se muestra

en la figura 5.4 ( www.facmed.unam.mx ).
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Figura 4-4.Informacién genética del virus de la rabia

La glicoproteina G esta inserta en la membrana lipidica del virus y es
responsable de la induccién de los anticuerpos neutralizantes y de la
estimulacién de los linfocitos T cooperadores y citotoxicos del hospedero
(Wunner, W., 1988) . Esta glicoproteina forma puntas triméricas en la superficie
de la particula viral y forma en el virus, tanto los principales determinantes
antigénicos como las principales moléculas capaces de unirse al receptor. La

proteina G sufre un cambio de adaptacion a un pH levemente acido (pH < 6.0),
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lo que le permite estabilizar al trimero y exponer un dominio hidrofébico que

puede insertar en la membrana celular y dar lugar a la fusién con la membrana

(http://facmed.unam. mx ).

Esta proteina se ha expresado tanto en plantas transgénicas de jitomate
(Kaufman P.B.1995) como de tabaco (Yusivov, V., el. al., 1997) y espinaca
siendo utilizadas como inmundgeno en animales de laboratorio produciendo
buenos indices de neutralizacion. Por 1o que si éstas se expresan en plantas
transgénicas, resultara una vacuna oral muy apreciada, ademas de todas las
ventajas que puede ofrecer la inmunizacidon oral como mayor facilidad de
aplicacion, estabilidad y la maodificacion post-traduccional de proteinas
eucariontes entre otras.

La nucleoproteina N (450 aminoacidos), esta ligada al ARN viral y es la
proteina con la mas alta conservacion en la secuencia de aminoacidos. Se ha
demostrado experimentalmente que el ARN ligado a la nucleoproteina es
resistente a la accion de las RNAasas durante la transcripcion in vitro. La
fosfoproteina G de 297 aminoacidos esta asociada a la nucleoproteina e
interactua con la transcriptasa inversa siendo responsable de la transcripcion y la
replicacion del ARN,; por lo que parece actuar como una proteina reguladora de
esta etapa. Otra de las actividades relacionadas es la polimerizacion de los
nucledtidos. Es termolabil y altamente reactiva a los sulfhidrilos. La proteina L
(2142 aminoacidos) es la responsable de la transcripciéon y de la replicacion del
ARN viral. Esta proteina esta codificada por un gen que consta de 6380

nucledtidos, y ademas es una proteina de las subunidades del complejo de la

70




ARN polimerasa, la proteina por si misma actia como polimerasa. Estas tres
proteinas (N, G, L) asociadas al ARN viral constituyen la "nucleocapside”. La
proteina M (202 aminoacidos), se localiza sobre la cara interna de la envoltura
lipidica, es una proteina estructural. Su peso molecular es de 26 kDa (Banerjee,

A.K., 1987, Tordo, N., et. al. 1996, Wunner, W., 1988).

4.2.7 Epidemiologia y patogenia

La rabia animal esta presente en todos los continentes y en lo que respecta a la
rabia humana, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que en 1992,
mas de 36.000 personas murieron por esta causa.

El principal modo de contaminacién es la mordedura de un animal rabioso y
en un grado menor los arafiazos y el lamido. Aunque se han observado casos de
contaminacion por aerosoles o por transplante de cérnea (Banerjee, A.K., 1987).

El perro es el principal vector y reservorio de la rabia urbana en el mundo, la
infeccion se transmite de un perro a otro y éste al hombre y a los demas
animales domésticos.

La via nerviosa es el modo de transporte viral, del punto de inoculacion al sitio
preferencial de replicacién en el sistema nervioso. Contrariamente a los virus
transportados por via sanguinea (viremia), el virus rabico es transportado por via
nerviosa, es decir que toma prestado el sistema de transporte de su ceéiula
blanco (la neurona) para progresar de la periferia (sitio de inoculacién) hacia los

centros nerviosos, haciendo intervenir a los microtubulos de la célula (Banerjee,

A.K.,1987).
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A pesar del desenlace mortal de la enfermedad, la rabia en ciudades y
poblados se mantiene debido a la gran proporcién de perros susceptibles. La
gran densidad de perros y su alta tasa de reproduccién anual, son factores
importantes en las epizootias de rabia canina. La rabia silvestre, se mantiene en
la naturaleza en forma similar a la urbana, por ita presencia de una o dos
especies de mamiferos en un ecosistema determinado, en especial carnivoros y
quirépteros, los cuales pueden agredir directamente al hombre o de manera
indirecta contaminando a los animales domeésticos. En toda Ameérica Latina al
lado del perro, que continua siendo el principal vector, el murciélago hematéfago

es a menudo origen de la enfermedad llamada rabia paralitica.

( www.pasteur.fr ).

ta rabia paralitica es transmitida por murciélagos hematéfagos, este
murciélago se alimenta exclusivamente de sangre, tanto de animales domésticos
como silvestres. Tanto el murciélago rabioso como el no infectado, atacan de
noche a varios animales por lo que si el murciélago empieza a excretar el virus
rabico en la saliva, antes de presentar los signos clinicos de enfermedad ya es
un transmisor eficiente de l|a rabia paralitica, por lo que los murciélagos

insectivoros pueden igualmente ser fuente de contaminacién en diferentes

regiones del mundo.

4.2.8 Diagnodstico
Una vez efectuada la mordedura, el periodo de incubacién es largo, con

fluctuaciones entre 25 y mas de 150 dias, los sintomas predominantes son del
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tipo paralitico, por ello, se denomina a la enfermedad como rabia bovina
paresiante o paralitica. Los animales afectados presentan algunos sintomas
como aislamiento del grupo, pupilas dilatadas y el pelo erizado, somnolencia,
depresion, movimientos anormales de las extremidades posteriores, lagrimeo y
secrecion nasal, temblores musculares, inquietud, priapismo e hipersensibilidad
en el lugar de la mordedura del murciélago, de modo que los animales se rascan
hasta provocarse ulceraciones. Al avanzar la enfermedad, se observan
incoordinacién muscular, y contracciones tonicocléonicas de grupos musculares
del cuello, tronco y extremidades. Los animales tienen dificultad en la deglusion,
dejan de rumiar, por dltimo caen y no se levantan mas, hasta la muerte,
presentando una baba amarillenta y espumosa. Los signos paraliticos, suelen
presentarse entre el segundo y tercer dia, despues de iniciados los sintomas. La
duracién de la enfermedad, abarca desde 2 a 3 dias hasta 8 a 10 dias ( www.
oie.org ).

El diagndstico de laboratorio se puede hacer en muestras antemortem cuando
se trata de seres humanos y postmortemr en muestras de seres humanos y
animales. La unica muestra postmortern aceptada para diagnodstico de rabia es
una porcién de 10 a 20 g de cerebelo, de 1 a 3 gramos de hipocampoo Sa 10g
de medula espinal. Si es posible se envia el cerebelo y encéfalo completos y
secciones de medula. Estas regiones anatémicas son las mas comunmente
utilizada. Las muestras antemortem incluyen biopsia de cuero cabelludo (BCC),

impronta de coérnea, saliva, suero y liquido cefalorraquideo (LCR). Para
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aumentar la probabilidad de éxito en el diagndstico, las muestras se deben tomar
de 7 a14 dias de iniciados los signos neurcldgicos.

La técnica de rutina para el diagnostico de rabia es la inmunofluorescencia
directa o (IFD), aungque existen otras técnicas auxiliares tales como la
determinacién en suero o LCR, de anticuerpos antiglicoproteina por ELISA o por

la técnica de inhibicion de focos fluorescentes en cultivos celular.

4.2.9 Prevencion

No hay tratamiento meédico eficaz, solo el aislamiento de los animales
sospechados y confirmacién postmorten a partir de la necropsia que debe ser
realizada por un profesional veterinario con la posterior remisidon de muestras de
tejido nervioso y la denuncia del caso a la entidad sanitaria correspondiente

(www.viaryral.com. ar, 2002). Ei control de las poblaciones y la vacunacién

parenteral y oral de reservorios silvestres y domésticos es hasta ahora el mejor
tipo de prevencion, asi como los programas efectivos de difusidén para la salud.
En vista de la importancia que han recibido recientemente algunos reservorios
silvestres como los murciélagos insectivoros y frugivoros asi como los zorros y
zorrillos es importante considerar otros mecanismos para el control que no
interfieran con la organizacion de las especies animales dentro de las cadenas
alimenticias ni con su habitat, pero que permitan educar a las personas para

evitar posibles contagios con estos tipos de animales infectados.
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4.2.10 Tratamiento.
El tratamiento post-exposicion comienza por el tratamiento no especifico:
limpieza, curacion de las heridas, antibioterapia y profilaxis antitetanica. El

tratamiento especifico comprende la vacunacion y la seroterapia antirrabicas.

ta mayoria de las vacunas antirrabicas utilizadas en el mundo todavia son
producidas a partir de encéfalos de animales adultos o recién nacideos, tipos
Semple o Fuenzalida que aunque han sufrido numerosas mejoras, han
producido accidentes neuroinmunolégicos ligados a la presencia de mielina; por
lo que las vacunas producidas en cultivo de células han tendido a reemplazarlas
ya que son mas immunogénicas y mejor toleradas, con estas ultimas, la
vacunacion antirrabica puede hacerse segun dos protocolos probados de
tratamiento por via intramuscular: uno en 5 inyecciones practicadas los DO (1er.
dia de infeccion), D3 (3er. dia de infeccioén), D7 (7mo. dia de infeccién), D14
(14avo. dia de infeccion) y D28 (28avo. dia de infeccion), y el otro, simplificado
en 4 inyecciones, 2 practicadas el DO en dos puntos diferentes, 1 el D7 y D21.

(Nicholson, G.K., 2000).

4.2.11 Vacunacion contra la rabia

Las vacunas de la rabia humana tienen su historia con el primer tratamiento del
antirrabico desarrollado por Pasteur, Roux y sus colegas en 1885
(http://mvww.drscope.com). No fue hasta 1900 que se realizd la primera vacuna

inactivada para rabia, la cual contenia feno! sin embargo esta vacuna fue
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descontinuada por la por contener residuos del virus vivo o atenuado; a pesar de

esto la vacuna tipo Semple se sigue utilizando en paises en vias de desarrollo
(http://www.drscope.com).

La presencia de mielina del tejido nervioso ha provocado severas reacciones

neuroparaliticas incluso la muerte en algunos individuos, por lo anterior

Fuenzalida y Palacios en 1955 desarrollaron una vacuna antirrabica en ratones
lactantes inoculando el virus intracerebralmente y cosechado posteriormente a

los 9 dias de edad. Este tipo de vacunas son las usadas comunmente en paises

de Latinoameérica incluyendo nuestro pais. En el 2001 la O.M.S. emitid un

dictamen segln el cual para el afio 2006 no se deberan usar vacunas obtenidas

de tejido nervioso.
A estas vacunas le ha seguido muchas otras cuyo principal objetivo ha sido
disminuir el efecto neuroparalitico causado por residuos de mielina. En 1975 se

utilizé una vacuna de embrién de pato produciendo pocas reacciones adversas,

sin embargo se presentaron 21 casos neuropatoldgicos. La primera vacuna en

cuitivo celular fue introducida en 1975 realizada en células diploides humanas,
alérgicas

esta vacuna produjo severos casos de reacciones

(http://www.drscope.com)
Por otra parte la vacunacién para animales se ha utilizados diferentes tipos de
vacunas. En 1948 se disefio una vacuna realizados en huevos de pollo

embrionado, realizando pases de! virus hasta 136 veces. La vacuna producida

de los pases 40-50 (pase bajo) fue efectiva en perros ocasionaimente causando

rabia en cachorros.
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Posterior a esta vacuna se desarrollo una de virus “vivo" modificado, obtenido
de una cepa de células de higado de cerdo y que fue adaptada a higado de
hamster. Para realizar este tipo de vacunas regularmente se utilizan las cepas
ERA, CEO, SAD en Asia, Africa y Europa y han sido adaptadas para la

inmunizacion oral.

Las vacunas de virus inactivados requieren que el virus de la rabia se produzca
en alta concentracion. Esto es acompafiado inicialmente por el crecimiento del
virus en tejido cerebral de conejos, células BHK, células CEO, células Vero u
otros sustratos. Se han utilizado varios métodos para inactivar las vacunas
antirrabicas. Estos incluyen la luz ultravioleta, acetilenetilenimina y otras aminas.
Estas vacunas pueden contener algun adyuvante (p. ej. saponina) para potenciar

la repuesta inmune (http://www.drscope.com).
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4.2.12 Rabia Paralitica Bovina en México

9 Libre
Controt

La Rabia Paralitica Bovina o Derriengue, transmitida por la mordedura de
murciélagos hematdfagos (Desmondus rotundus), se caracteriza por ser aguda y
mortal trayendo como consecuencia pérdidas en la produccién bovina, ademas
de ser un grave problema de salud publica. En 1999, las acciones emprendidas
redujeron {a presencia de focos de la enfermedad hasta en un 25 %, con relacion
a 1998; manteniendo el esquema de vigilancia epidemioldgica en los estados
libres y la notificacion de casos en las zonas de riesgo, para la aplicacion
oportuna de medidas contraepizooticas y el control de brotes de la enfermedad.
En los estados de Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur, Coahuila,
Distrito Federal, Nuevo tLedn y Tlaxcala, no existen murciélagos hematéfagos,
por lo tanto estan libres de esta enfermedad (www.sagarpa.gob.mx, 2000 ). En
éste afno en tabasco se realizaron 282 operativos demostrativos sobre la captura

de murciélagos hematdfagos, principal vector de la rabia paralitica bovina en
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corrales y refugios y se aplicaron 204 mil 745 dosis de vacuna

(www.sedafop.gob.mx, 2002 ).
4.2.13 Importancia Econdmica

Debido a la importancia de los murciélagos en la transmision de la rabia a los
animales y en algunos casos al hombre, es importante el control selectivo para
no afectar a otros murciélagos benéficos para los ecosistemas
(www.mexicoganadero.com, 2003). La rabia paralitica ocasiona la muerte de un
gran numero de animales domeésticos y silvestres, en virtud de que todo animal
mordido por un murciélage rabioso, desarrollan la enfermedad, la cual concluye

con la muerte.

La constante alimentacion del murciélago ocasiona la muerte por anemias
severas, principalmente en becerros jovenes, asi como la muerte de aves por
hemorragias profusas. Los tratamientos vacunales a personas expuestas por

mordeduras de murciélagos, resulta por demas importante, entre otras causas

de perdidas econémicas ( www.chp.sagarpa.gob.mx , 2001)
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4.3 HIPOTESIS

Se llevara a cabo la integracion del plasmido que contiene el gen que codifica
para la proteina "G" del virus de la rabia en zanahoria por el método de
biobalistica, la cual se confirmara por medio de una prueba de expresion
transitoria y permanente realizada a los callos embriogénicos de zanahoria

bombardeados y a las plantas regeneradas obtenidas.
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4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Materiales biolégicos
= El plasmido pUC-pSS/pWR-21 que porta el cDNA de la glicoproteina "G",
asi como el plasmido pBIl-121 que porta el gen de la neomicina
fosfotransferasa y p-glucoronidasa, fueron proporcionados por el Dr.
Miguel Angel Gomez Lim del Laboratorio de Plantas Tropicales y Salud
Humana del Departamento de Ingenieria Genética del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politeécnico Nacional
Unidad Irapuato.
e Callos embriogénicos de zanahoria de 8 a 9 semanas de edad
provenientes de los explantes tallo y peciolo.
4.4.2 Curva de tolerancia de callos embriogénicos de zanahoria al
antibidtico kanamicina.
Se inocularon 0.5 g de callo proveniente de! medio Myt en frascos de vidrio que
contienen 30 ml de! mismo medio adicionado con kanamicina, en
concentraciones de 0, 25, 50 y 75 mg.I”
De cada tratamiento se hicieron 5 repeticiones, para las cuales se registro el
peso fresco cada tercer dia durante tres semanas para determinar la
concentracion en la cual el crecimientc es significativamente menor, para

posteriormente seleccionar las células transformadas después del bombardeo.
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4.4.3 Construccion del plasmido.

Una vez que se obtuvieron los plasmidos purificados requeridos para la
construccion del plasmido pBI-121/pwR21, se adicionaron las enzimas y
el buffer necesarios para realizar la digestion correspondiente al analisis
de restriccion, del cual se realizé un gel de agarosa al 0.8% para
observar las bandas de los fragmentos a ligar.

Posteriormente se procedié a purificar el DNA contenido en las bandas
del gel por medio de un Gene-Clean (GFX PCR-DNA kit de purificacion

de bandas de gel, Amershan Biosciences® 27-9602-01):

£l peso maximo de la porcién de gel que puede ser procesada con el protocolo

siguiente es de 300 mg; la columna puede contener un volumen maximo de

600pul.

A. Se peso un tubo de microcentrifuga vacio de 1.5 mi y se registré el
peso.

B. Se utilizé una navaja para cortar la porcion de agarosa que contiene
la banda de DNA que va ser purificada, procurando obtener
pequefas piezas, las cuales se transfirieron al tubo de
microcentrifuga previamente pesado.

C. Se pesod el tubo que contiene la agarosa y se resté el peso del tubo

vacio para determinar el peso de la porcién del gel.
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Se adiciond 10ul de buffer de captura por cada 10 mg de la porcion
del gel (la capacidad maxima de la columna es 300 ul del buffer de
captura adicionados a 300 mg de la porcion del gel).

Se cerrd el tubo y se agitd vigorosamente en un vortex. Incubandose
a 60°C hasta lograrse la disolucién de agarosa (15 minutos).

Durante la incubacion, se colocé una columna en un tubo colector
para cada purificacién que se llevo a cabo.

Después de que la agarosa fue completamente disuelta, se
centrifugo para colectar la muestra en el fondo del tubo.
Posteriormente se transfirié la muestra a la columna y se incubd a
temperatura ambiente por un minuto.

Se centrifugd en microcentrifuga por 30 segundos.

Se desechd el liquido vaciando el tubo colector y se colocd la
columna de nuevo en el tubo colector.

Se adiciond 500 ul del buffer de lavado a la columna .y se centrifugd
30 segundos.

Se desechd el tubo colector y se transfirid la columna a un tubo
eppendorf nuevo de 1.5 ml.

Se aplicd 50 ul de buffer de elusion (agua desionizada estéril).

Para eluir el DNA en forma mas concentrada se redujo el volumen
de elusién a 15 ul.

Se incubd la muestra a temperatura ambiente por 1 minuto.

Se centrifugd por un minuto para recuperar el DNA purificado.
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1.

V.

Una vez purificado, se hizo la ligacion de los fragmentos que contienen al
promotor de la nopalina sintetasa, al gen npt/!/ que confiere resistencia a
kanamicia, terminador de la nopalina sintetasa, promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor la glicoproteina “G” del virus de la rabia cepa pWR-
21, al gen gus que codifica para la enzima f-glucoronidasa y al
terminador de la nopalina sintetasa.

Posterior a la ligacién se hizo la didlisis de DNA eliminando las sales

remanentes para disminuir la conduccion y asi reducir el shock durante la

electroporacién como se indica a continuacion:

o Se enjuaga una caja petri con agua estéril, luego se llena con agua
desionizada y se coloca una membrana de dialisis millipore® de
0.25 um con 5 ul de la ligacion.

(=) Se deja dializar por 20 minutos.
Preparacion de células competentes

Se inocularon 5 mi de E. coli DH5a en medio YENB ( 2 tubos).

Al dia siguiente se vertieron 5 m! a un matraz con 250 ml de YENB
y se incubdé a 37°C por 3 horas hasta alcanzar una densidad
D.O e00= 1.

Se enfrid 15 minutos en hielo.

Se vertid a botellas de 250 ml y se centrifugé a 4000 rpm en rotor
GSA por 15 minutos.

La pastilla se resuspendidé en 50 ml de agua desionizada estéril.
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Se centrifugd como en el paso 4 y se repitid el paso 5y 6.
Se resuspendidé en 20 ml de glicerol helado estéril al 10%.

Se centrifugd como en 4,

© ®» N o

Se resuspendid la pastilla en 750ul de glicerol helado estéril al 10%.
10. Se tomd una alicuota de 40 ul y se congeld en nitrogeno liquido.
Guardandose a —70°C.
VI. Electroporacion de celulas competentes con E. coli DHSa:
A. Se agreg6 el DNA dializado a 40 ul de células competentes y se colocé
en hielo.
B. Se agitd suavemente en vortex.

C. En cada tubo que contiene las células competentes se adiciond la
cantidad correspondiente de DNA y se traspasod la mezcla celulas-DNA
a cada una de las celdas (en campana de flujo laminar).

D. Se colocaron las cubetas de 1mm de GAP en el electroporador Booster
y se procedid a electroporar en las siguientes condiciones: alto voltaje

=2.5 kv, R= 129Q y un voltaje carga de 1.3-1.5 kv.

E. Se adicion® a cada celda 500ul de medio SOC pasandose todo ei

contenido de las celdas a un tubo eppendorf nuevo.

F. Después de la recuperacion se dio un pulso en la centrifuga para bajar

la pastilla que contiene a las células transformadas.
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G. Se decanta la mayor parte del sobrenadante y se resuspendio en

aproximadamente 100ui de! mismo.

H. En una placa con x-gal y en otra con x-gal + kanamicina, se colocaron

50l de células para cada una.

I. A la par se preparé un control positivo que contenia células y el
plasmido pBIl-121; y un control negativo que unicamente contiene

células.
J. Se incubd a 37°C hasta el dia siguiente.

Una vez que se obtuvieron las clonas transformadas que contenian al
plasmido pBI-121/PWR-21 (las colonias blancas) se procedid a realizar
una MINIPREPARACION para corroborar la clonacién del gen de la

glicoproteina “G" del virus de la rabia con el plasmido pBI-121/PWR-21.

Crecer un cultivo de 2 ml toda la noche en medio LB con kanamicina.
Pasar el cuitivo a un tubo eppendorf y centrifugar 30 seg.

Decantar el sobrenadante dejando aproximadamente 50 uL de medio.
Resuspender completamente el paquete celular

Agregar 300 pl de TENS, mezclar suavemente, e incubar por 5 min a
temperatura ambiente. (1ml de TENS contiene : 25 pl. de SDS al 20 %,
10 ml de NaOH 10 N y 965 pl de H;0).

Pasar los tubos al hielo y agregar 250 plL de NH,Oac 7 M estéril.

Incubar en hielo por 5 min.

Centrifugar por 5§ min a temperatura ambiente.
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9.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

10. Agregar 330 L de isopropanol e incubar a temperatura ambiente por 10

min.

11. Centrifugar por 5 minutos a temperatura ambiente

12. Decantar el sobrenadante y agregar 700uL de etanol al 70 % a

temperatura ambiente.

13. Agitar brevemente y centrifugar 2 min.

14. Decantar el sobrenadante y centrifugar 5 segundos.

15. Aspirar las ultimas gotas de etanol al 70 % con una punta amarilla de

200uL o pipeta Pasteur, tomar todo el liquido procurando no tocar la

pastilia.

16. Secar sobre la mesa 10 minutos.

17. Agregar 50 L de agua desionizada estéril.

18. Realizar un analisis de restriccion del DNA obtenido con las enzimas Xba

Vil

y Xho apropiadas y llevar a cabo una electroforesis en gel de agarosa al
0.8%.

Al cabo de haber verificado la presencia del inserto de la glicoproteina
“G", se realizd una MAXIPREPARACION, procedimiento que permitié la
purificacion del plasmido de interés de ia siguiente manera:

1. Crecer un cuitivo toda la noche en medio ETB a 37 °C.

2. Pasar los cultivos a botellas y centrifugar a 5000 rpm por 10 min. en

rotor GSA.
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11.
12,
13.
14.

1S5.

16.

17.

18.

Decantar el sobrenadante afadiendo a cada paquete celular 5§ mi de
soluciéon Birnboim i (ver anexo).

Resuspender con pipeta Pasteur.

Agregar 10 m! de solucidn Birnboim Il (ver anexo), preparada en el
momento con NaOH 0.2 Ny SDS al 1%

Agitar suavemente y dejar reposar 3 minutos.

Afadir 7.5 ml de solucién Birnboim !l (ver anexo) y agitar suavemente.
Incubar durante 30 min en hielo.

Centrifugar en rotor GSA a 5000 rpm por 10 minutos.

. Filtrar el sobrenadante transfiriendo a un tubo de 50 ml.

Agregar 0.6 vol. de isopropanol helado (- 20 °C).

Agitar y dejar precipitando a temperatura ambiente por 10 min.
Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min en un rotor SS34.

Decantar el sobrenadante.

Resuspender la pastilla en 3 ml de H20 estéril y afadir 3ml de LiCl &
M helado, centrifugar a 10,000 rpm, durante 10 min en rotor SS34
Pasar el sobrenadante a un tubo corex de 50 mi y afadir 6 ml de
isopropanol helado, centrifugar a 10.,000 rpm, durante 10 min en rotor
SS34

Resuspender el pellet en 500 puL de agua estéril afiadiendo 10 pL de
Rnasa (20 mg/ ml).

Transferir el DNA a un tubo eppendorf e incubar con la RNasa

durante 30 min a temperatura ambiente.
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19. Afadir 500 pL de una mezcla que contiene 320 pL de NaCl §M, 25 pL

de PEG al 40% y 355 pyL de agua estéril.

20. Agitar suavemente y centrifugar a 12,000 rpm por 5 minutos a

temperatura ambiente.

21. Resuspender la pastilla en 400 pyL de solucion amortiguadora TE o

agua desionizada estéril.

21.1

22,

Tratamiento de la pastilla con fenol:

Afadir 400 pL de fenol, agitar brevemente y centrifugar durante 2
min.

Recuperar la fase acuosa y anadir 400 pL de fenol-cloroformo
1:1(v/v) agitar y centrifugar nuevamente por 2 minutos.

Recuperar la fase acuosa y afnadir 400 yL de cloroformo-alcohol
isoamilico 49:1 (v/v). Agitar y centrifugar por 2 minutos.

Recuperar la fase acuosa y precipitar con 100 pulL de acetato de

amonio 10 M y 1 ml de etano! absoluto helado.

23.

Dejar reposar la solucién a temperatura ambiente por 10 min y

centrifugar por 5 min. Lavar la pastilla con 200 uL de etanot al 70%

helado.

24.

Resuspender con 100 pL de agua desionizada estéril.

IX. Cuantificacion del DNA plasmidico

Una vez obtenido el plasmido puro, (sin contaminantes como proteinas, fenol,

agarosa u otro acido nucléico), se realizé una medicion espectrofotométrica de la

cantidad de radiacion ultravioleta absorbida por las bases, a una longitud de
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onda de 260 y 280 nm. La lectura a 260 nm permitid realizar el calculo de la
concentracion de DNA en la muestra. Una D.O. de 1.0 corresponde a 50 pg/ml
aproximadamente para DNA de doble cadena. Preparaciones puras de DNA

poseen valores del coeficiente D.Q.260/D.0O.250de 1.8 a 2.0.

Si la cantidad de DNA en la muestra es muy pequefia o contiene cantidades
sligniﬁcativas de impurezas, puede estimarse la cantidad de DNA por la
intensidad de fluorescencia emitida con bromuro de etidio, ya que éste se
intercala en las moléculas de DNA, siendo proporcional la cantidad de
fluorescencia a la cantidad de DNA, y asi puede ser visiblemente calculada
(Guerrero, 2000).

X. Preparacion de particulas de tungsteno

Una vez purificado y cuantificado el DNA, se procedi® a preparar los
microproyectiles para el bombardeo de callos embriogénicos de acuerdo a la
siguiente metodologia:
1. Pesar 60 mg de particulas de tungsteno de 0.4 pm de diametro
(MS) y colocarlas en un tubo de centrifuga de 15 ml.
2. Agregar 2 mide HNO3; 0.1 M y sonicar en hielo 20 minutos.
3. Eliminar el HNOj;, agregar 1 ml de agua desionizada esterit,
transferir la muestra a un tubo de 2 ml y sonicar brevemente.
4. Centrifugar las microparticulas 30 segundos a 10,000 rpm.
5. Eliminar el agua, agregar 1 mil de etano! absoluto (100%) y sonicar
brevemente.

6. Centrifugar las microparticulas de 30 segundos a 10,000 rpm.
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7. Eliminar e! etanol, agregar 1 ml de agua desionizada estéri! y
sonicar brevemente.

8. Colocar 200 uL de la suspension en tubos eppendorf.

9. Agregar 750 pl de agua desionizada estéril a cada tubo.

10. Almacenar los tubos a —20 °C.
Xl. Precipitacion de particulas con DNA

1. Tomar 50 plL de particulas de tungsteno

2. Agregar 1.2 pL de pBl-121*

3. Agregar 3.8 pL de pUC-pSS/pWR-21*

4. Agregar 50ul de CaClz-

5. Agregar 20 pl de espermidina.

6. Agitar con vortex brevemente.

7. Centrifugar 10 segundos a 10, 000 rpm.

8. Eliminar 100 uL del sobrenadante

9. Resuspender las particulas en el liquido remanente.

10. Tomar de 4 a S pL de las microparticulas cubiertas con el DNA en
el filtro del bombardeador para cada disparo.

= Agitar suavemente en cada paso.

4.4.4 Bombardeo con microparticulas de tungsteno con pistola de baja
presion (Bond et al., 1992)
La transformacion del callo se llevo a cabo tanto con el DNA del plasmido pBI-

121/pWR-21, como con los plasmidos pUC-pSS y pBI-121 por separado para

efectuar el cobombardeo.
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i La noche anterior al bombardeo y cobombardec se colocaron
aproximadamente 0.5 g de callo de cada explante (tallo y peciolo) de
forma extendida en el centro de cajas de Petri de 60 x 15 mm con 15 mi
de medio Myt*, pero gelificados con 3.0 gI'’ de gelian.

ii. Para llevar acabo el bombardeo y cobombardeo fue necesario
acoplar las particulas de tungsteno al DNA plasmidico, Para llevar a cabo
el cobombardeo se colocaron los plasmidos en relacion 9:1 agregandolos
en las siguientes cantidades: 4.5 pL (1ug/pl) del plasmido pUC-
pSS/pWR-21 + 0.5 ul (1ug/pL) del plasmido pBI-121. Posteriormente, se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 segundos, se retiran 100 pL det
sobrenadante quedando un volumen de 25 ul. de los cuales se tomaron 5
ML que son colocados en el centro de! filtro del bombardeador.

jii. La transformacion se llevé a cabo con una presion de helio de 120 psi
a una distancia de 13 cm entre el filtro y el tejido blanco, en un vacio de
20-22 in Hg.

iv. El bombardeo con el plasmido pBI-121/pWR-21 (1pg/pL) se realizdo
en 50 cajas petri con 0.5 g de callo embriogénico cada una, mientras que
para el cobombardeo se realizaron 80 disparos en cajas petri con ia
misma cantidad de callo.

V. Una vez bombardeados los callos, se sellaron las cajas y se

mantuvieron en incubacién a 25 * 2°C con fotoperiodo de 16 hr luz / 8hr

obscuridad.
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vi. Una semana después del bombardeo los callos se transfirieron a
medio de proliferacion Myt (ver anexo) adicionado con 50 mg. L' de

kanamicina para la seleccion de las células transformadas.

4.4.5 Expresion transitoria

Se seleccionaron unos cuantos callos al azar al cabo de tres dias posteriores al

bombardeo para medir la expresion transitoria de gus con la finalidad de verificar

si el DNA plasmidico se habia integrado a las células del callo, para lo cual se

siguio la siguiente metodologia:

i. Se colocaron los callos bombardeados en la solucidén x-gluc ( ver anexo) y
se incubd a 37°C de 12-16 horas.

ii. Se desecho la solucion y se lavé dos veces con buffer “z" (ver anexo) pH
7.4.

ii. Posteriormente se lavé con etanol al 70% cuatro veces.

iv. Para eliminar la clorofila se lavd con una mezcla de metanol-acetona (1:3)
lavando el tiempo necesario, haciendo varios cambios de la mezcla.

V. Después de observar el color azul producto de la reaccién, el tejido se
lavo cuatro veces con buffer “z".

vi. Los tejidos fueron conservados cubriendo los callos con glicerol al 50% y
almacenados a 4°C.

Al ocurrir la reacciéon de la enzima B-gus sobre el sustrato x-giuc se formo un

producto que al oxidarse produjo un precipitado de color azul, identificando asi a

las células transformadas por dicha coloracion.
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4.4.6 Proliferacion y germinacion de callos embriogénicos transformados

La proliferacidn y maduracion de callos embriogénicos transformados se realizo
bajo las mismas condiciones ya establecidas para los callos embriogénicos de
zanahoria no transformados, realizando subcultivos en el medio Myt con
kanamicina a razén de 50 mg.L™'. La germinacion de éstos tuvo lugar efectuando
los subcultivos necesarios en medio MS sin hormonas (Murashige y Skoog,
1962) con kanamicina a la concentracion antes mencionada para seleccionar a

aquellos callos que hayan sido transformados.

4.4.7 Obtencidén de plantulas

Se obtuvieron pequefias plantulas a partir de los callos embriogénicos
bombardeados, las cuales se individualizaron y se subcultivaron en el medio MS
sin hormonas (Murashige y Skoog, 1962) con kanamicina y posteriormente en
medio MS sin hormonas eliminando el agente de seleccién; al alcanzar ia talla
establecida (8-10 cm) fueron transferidas a una mezcla estéril de tierra con

hojarasca (2:1) y mantenidas en condiciones de invernadero, logrando asi la

obtencion de plantas completas de zanahoria transformadas.

4.4.8 Expresion permanente
Una vez obtenidas las plantas bombardeadas con pBI-121/pWR-21 vy
cobombardeadas con pUC-pSS/pWR-21 y pBIl-121, se procedio a realizar la

prueba de expresiéon de gus después de 5 meses realizada la transformacion por
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biobalistica con la finalidad de verificar la obtencién de plantas transgénicas de
zanahoria. Ya que de esta forma se corroboro la insercion y expresion del gen
que codifica para la glicoproteina “G” del virus de la rabia en las plantas de
zanahoria provenientes de callos bombardeados con el plasmido pBI-121/pWR-

21.
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4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1 Curva de tolerancia de callos embriogénicos al antibiético kanamicina
La resistencia a distintos antibidticos ha sido de gran importancia para ila
recuperacion de plantas transformadas, es por ello que la construccién del
plasmido pBl121/pwR21, ademas de codificar para la B-gus, lleva incorporada ia
secuencia del gen de la neomicina fosfotransferasa I, la cual confiere resistencia
al antibidtico kanamicina. De manera que la resistencia se convierte en un
agente que permite seleccionar metabdlicamente las células transformadas de
las que no lo han sido.

Se analizo la tolerancia al antibidtico haciendo las curvas correspondientes
con callos obtenidos del medio MS (Murashi & Skoog, 1962) sin hormonas,
adicionando al medio concentraciones crecientes de kanamicina sulfatada (O
mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L y 75 mg/L), pues se ha reportado Ia recuperacion de
plantas transgénicas después de la seleccion con este antibidtico (Walters et al.,
1992).

Al realizar las curvas de tolerancia a kanamicina en diferentes
concentraciones se observé que la curva obtenida con una concentracién de 50
mg/L presentd un comportamiento inhibitorio de crecimiento de los callos
embriogénicos suficiente para permitir la seleccion (Grafica 4-1), ya que se ve

reducido significativamente a esta concentracion sin ocasionar un dafio severo a

los callos.
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Estas curvas de tolerancia se realizaron tanto para el explante tallo como
peciolo. Ambos explantes presentaron un comportamiento similar al realizar las
curvas de crecimiento y debido a que las curvas realizadas para el explante
peciolo se vieron afectadas severamente por contaminacion por hongos, se
comtinud la determinacion de tolerancia a kanamicina por medio de las curvas
obtenidas para el explante tallo. Por consiguiente, a través de la curva obtenida
de tolerancia a la concentracion de 50 mg/L de kanamicina sulfatada, se observé
que es la adecuada para seleccionar a aquellos callos transformados después
del bombardeo con el plasmido pBl-121/pWR-21 o pUC-pSS/pVWR21. Esto se
debid a que a esta concentracidn de antibidtico se ve un comportamiento
decreciente en el crecimiento de los callos embriogénicos sin afectar la
regeneracion. Tanto las construcciones para el bombardeo con el plasmido pBl-
121/pWR21 como para el cobombardeo con pUC-pSS/pWR21, contienen la
secuencia que codifica para el gen nptll, el cual permite la seleccion de callos
bombardeados y cobombardeados por su resistencia a kanamicina. Ademas, de
contener al gen reportero gus el cual permite diferenciar aquellos que han sido
transformados de los que no, a través de la reaccion de la enzima
R-glucoronidasa con el sustrato x-gluc se obtiene la coloracién azul caracteristica
de dicha reaccién (Mitsuhara et al.,1996), con lo cual se comprobd la insercion y

expresion del gen gus.
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Grafica 4-1.Cinética de crecimiento de callos embriogénicos de zanahoria obtenidos del
medio MS adicionado con 0 a 75 mg.L™" del antibidtico kanamicina.

4.5.2 Construccién y purificacién de! DNA plasmidico
Una vez obtenidas las células transformadas que contienen al plasmido pBl-
121/pWR-21 (colonias blancas) se realizé una minipreparacion (Brown,1991),
para posteriormente realizar un gel de agarosa al 1% del DNA obtenido con la
finalidad de verificar la presencia del inserto de interés (Glicoproteina “G” ) en el
plasmido pBl-121/pWR-21. El gel se obtuvo a partir de un analisis de restriccion
empleando las endonucleasas Xba | y Xho |I.

En la Figura 4-5 se observa en el primer carril, como marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®), en el segundo carril se coloco la
solucion del DNA plasmidico digerida durante una hora a 37°C con la

endonucleasa de restriccion Xba |, notandose dos bandas, la de menor peso
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corresponde al inserto de aproximadamente 1.5 Kb, mientras que la de mayor
peso corresponde al vector pBI-121 de aproximadamente 13 Kb, el tercer carril
corresponde a la misma solucion, la cual fue digerida durante una hora a 37°C
con la endonucieasa Xho |, notandose una sola banda que corresponde al
plasmido linearizado de aproximadamente 14.5 Kb. Es por todo lo anterior que

se pudo asegurar la clonacion del gen de la proteina “G” del virus de la rabia con

el plasmido pBI-121.

13 Kb pBI-121

14.5 Kb Plismido pBI1-121/ pWR-21

12.000 pb
linearizado

3,000 pb
2,000 pb
1,600 pb
1.000 pb

850 pb

1.5 Kb Glicoproteina “G”

650 pb
300 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

Figura 4-5.Analisis de restriccion al plasmido pWR-21/pBi-121
Posteriormente con la finalidad de obtener el DNA del plasmido de interés en
una forma pura se realizd la purificacion de! plasmido por medio de una
MAXIPREPARACION (Brown, 1991), ya que es necesario que se encuentre lo

mas puro posible para poder efectuar el bombardeo con microparticulas y
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conseguir asi la transformacién de callos embriogénicos. Confirmando fos
resultados obtenidos en la MINIPREPARACION por medio del mismo analisis de

restriccion (Figura 4-5).

4.5.3 BOMBARDEO

Se realizé un disparo a cada una de las 80 cajas petri con callo embriogénico
para efectuar el cobombardeo, mientras que para el bombardeo se realizé un
disparo con el plasmido construido a Unicamente 50 cajas petri con callo
embriogénico ya que se observo una respuesta favorable para el cobombardeo,
por lo cua!l se consider® suficiente realizar el bombardeo con el plasmido pWR-
21/pBI-121 en un menor numero de cajas petri. Este criterio estuvo apoyado en
el rendimiento satisfactorio de regeneracién observado para la obtencion de
plantas completas via embriogénesis realizado durante la primera etapa de este
trabajo. Los resultados obtenidos fueron influenciados positivamente por los
parametros elegidos para la realizacion de esta etapa, ya que el tamafo de
particula utilizado (0.4 um) como lo menciona Southgate (1995), favorece la
expresion transitoria ya que influencian el depdsito de ADN en el tejido (Klein,
1988) permitiendo la penetracién a la pared y membrana celular. Por otro lado,
los parametros elegidos de distancia, vacio y cantidad de ADN fueron los
proporcionados, en los cuales se logré disminuir la resistencia al aire a la cual se
enfrentan las particulas al momentc del bombardeo mejorando aun mas la
penetracion de las células. Otro factor de gran importancia para realizar un
bombardeo exitoso es la precipitacion del ADN ya que el uso de ia concentracion

adecuada de CaCl:; y espermidina reducen la probabilidad de aglomeraciéon de
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particulas, por lo que permite la integracién eficiente del DNA a las particulas
empleadas durante el bombardeo, ademas favorece que un mayor nidmero de
particulas sean cubiertas con el DNA plasmidico con lo cual se logra una mayor

introduccion de cantidad de DNA a las células.

4.5.4 EXPRESION TRANSITORIA

El éxito del! bombardeo con microproyectiles depende de la penetracién y

transferencia del DNA en los tejidos vegetales. El gen bacteriano GUS, es

considerado como el gen reportero de mayor eleccién para monitorear la

transferencia de DNA, a través de la formacion de un precipitado azul, al

reaccionar la enzima [3- glucoronidasa con el sustrato X-Giuc (Jefferson,1987).

Este simple ensayo constituye una evidencia visible de la transferencia y
expresion de! DNA introducido, en donde las diferencias en la expresion son
facilmente monitoreadas a través de pruebas histoquimicas o por ensayo
fluorométrico.

Es por todo lo anterior que se realizé una prueba de expresidn transitoria ,
para lo cual se eligieron al azar callos embriogénicos bombardeados de los dos
explantes (tallo y peciolo) tanto para aquelios que fueron cobombardeados como
para los bombardeados con el plasmido pWR-21/pBI-121, asi como para callo

embriogénico no transformado empleado como control negativo.

Como se puede observar en la Figura 4-8, todos los callos bombardeados y
cobombardeados presentaron una respuesta positiva a la actividad de la enzima

B-glucoronidasa, observandose un nivel de expresion regular (azul claro) para
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los callos bombardeados y cobombardeados provenientes del explante peciolo, y
una expresion buena (azul oscuro) para los callos bombardeados y
cobombardeados provenientes del explante tallo, mientras que los callos no
transformados presentaron una respuesta nula (sin color) al ser colocados con el

sustrato de dicha reaccion, tal y como se esperaba.

Esta diferencia en la eficiencia de transferencia del DNA plasmidico a las
células de zanahoria puede deberse a que aun cuando se toman los callos
provenientes de ambos explantes en el octavo dia después del subcuitivo
(momento en el cual se presenta el mayor crecimiento) para llevar a cabo la
transformacion, los callos del explante tallo presentan una tasa de divisidon

celular mas alta que los callos del explante peciolo (Grafica 3-6).

4.5.5 Proliferacién y regeneraciéon de callos embriogénicos transformados
en medio selectivo.

Con la finalidad de permitir nicamente el crecimiento de aquellas células de
zanahoria que si fueron transformadas, todos los callos bombardeados y
cobombardeados fueron mantenidos en medio Myt adicionado con 50 mgL™ de
kanamicina sulfatada (proliferacion) y posteriormente fueron subcultivados en
medio MS sin hormonas, adicionado con la misma cantidad de antibiotico para
llevar a cabo la regeneracion.

De estos callos se logré la proliferacion satisfactoria de callo embriogénico para
ambos explantes (Figura 4-6), observandose a las seis semanas después de la

transformacién la germinacion de embriones somaticos (Figura 4-7) los cuales
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posteriormente se subcultivaron en medio MS completo para lograr la

regeneracion.

Figura 4-6.Callos embriogénicos bomb dos de los tallo y peciol

Figura 4-7.Germinaciéon de embriones sométicos en callos embriogénicos
b bardead: dos con § il
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Control -

Figura 4-8.Expresion transitoria en callos embriogénicos
4.5.6 REGENERACION DE PLANTAS TRANSFORMADAS

Al cabo de 2 meses aproximadamente, empezaron a germinar los embriones
bombardeados Figura 4-10(b), por lo cual fue necesario realizar los siguientes
subcultivos en medio MS sin kanamicina, ya que en esta etapa las plantulas
obtenidas ya estan transformadas debido a que fueron seleccionadas desde el
momento de la formacion de los proembriones en callos embriogénicos
mantenidos en medio de proliferacion con antibidtico, es decir, medio Myt con

kanamicina (Figura 4-9).

Las oplantulas fueron individualizadas de los callos embriogénicos
bombardeados a partir de los cuales germinaron (Figura 4-10(d)), y una vez
alcanzado el tamano de aproximadamente 8 cm, fueron transferidas a tierra
estéril de hojarasca en proporcion 2:1 y mantenidas en condiciones de
invernadero (Figura 4-11). Estas plantas fueron regadas con agua estéril cada

tercer dia, tal y como se hizo para las plantas regeneradas de zanahoria no

transformadas (ver figura 4.6). =
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Figura 4-10.Pro > para la obt i6on de plantas transgénicas.(a)Callo
bombardeado (b)embrién germinado (c)plantulas (d)individualizacion de plantas

Figura 4-11._Plantas crecidas en condiciones de Invernadero
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Figura 4-13 (a) Planta obtenida por cobombardeo proveniente del explante
peciolo.{b)Planta transformada por cobombardeo proveniente del explante tallo.
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Figura 4-14 (a)Planta bombardeada en el explante peciolo (b)Planta de zanahoria
no transformada

4.5.7 EXPRESION PERMANENTE

Al cabo de 5 meses del bormmbardeo de los callos embriogénicos de zanahoria, se
realizé una prueba de expresidon permanente tal y como se efectud para la
expresidon transitoria, esto con la finalidad de comprobar la presencia del
plasmido que contiene a la glicoproteina “G” del virus de la rabia en plantas
completas transformadas elegidas al azar comparadas con plantas no
transformadas como control negativo. Esta prueba se realizé inicialmente en
hojas verdaderas de dichas plantas obteniendo una respuesta positiva en la
mayoria de éstas, ya que presentaron la coloracién azul caracteristica esperada

tanto para las obtenidas del cobombardeo como las del bombardeo (Figura

4-15).
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Figura 4-15.Expresion per de plantas tr 2 d

t a expresion del gen de la glicoproteina "G~ del virus de la rabia esta dirigida por
el promotor 35S, por lo cual se esperaba que dicho gen fuera expresado en
todas las partes de la planta transformada, para ello se realizé una vez mas la
prueba en plantas completas regeneradas después del cobombardeoc y
bombardeo, y de esta manera se descarto la obtencion de plantas quimeras.
Como se observa en la figura 7, se obtuvo la coloracion azul en todas las
regiones de la planta para ambos tipos de bombardeo, por lo cual puede
afirmarse que debido a la utilizacion de callos embriogénicos la probabilidad de

recuperar plantas totalmente transformadas es mayor.
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Figura 4-16. Expresi6on permanents de una
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4.6 CONCLUSIONES

1. Se logré la construccién del plasmido pBI-121/pWR-21 ya que por medio
de un analisis de restricciéon con las enzimas Xbal y Xho | se observaron
las bandas correspondientes al inserto pWR-21 el cual contiene a la
glicoproteina “G” de la rabia, asi como la banda correspondiente al vector
pBl-121.

2. Al cabo de 5 meses de! bombardeo se realizé la prueba de expresion
estable de gus, en la cual se observé una respuesta positiva para plantas
transformadas por ambos tipos de bombardeo, por lo que se comprobd la
incorporacion del transgen al DNA gendmico de las células de zanahoria.

3. Se eligié como mejor método de bombardeo al que utilizd al plasmido pBI-
121/pWR-21, debido a que resultd mas confiable a su respuesta con gus.

4. Se logré la obtencion de plantas completas transformadas con un alto
grado de regeneracion.

5. La transformacion se realizdé con éxito ya que por medio de la expresion
estable en plantas completas no se presentaron plantas quimeras, con lo

cual se logrd la expresion del inserto pWR-21 en todas las partes.
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ANEXOS
Tabla 1. Composicion de Medios de cultivo

Medio Myt Medio Z-1
Sales MS
= Solucién i 10mi /L 10 mi /L
« Solucién Il 10ml/ L 1omi/ L
= Solucion Il 10mi/ L 10mi/ L
s  Solucién IV 10ml/ L 10ml/ L
s Solucién V 10mi/ L 10ml/ L
Vitaminas Rz - 10ml/ L
Cocktel 20 10m/L -
Adenina 10mi/ L . -
MCPP 30mli/ L -
2,4-D - 10 mg/ L
BAP 3.25ml/L -
Antioxidante 3oml/ L -
Azucar 30g/L 30g/L
Gellan 25g/L 25g/L

TESIS "ON
FALLA DE " iGEN

NS




1. VITAMINAS R:

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK
()] mg.L" nM pM
Inositol 180.160 100.0 555.00 5.5X10™*
Acido nicotinico 123.110 1.0 8.12 812
Tiamina 337.270 2.0 5.93 593
Piridoxina 205.640 1.0 4.90 490

Para preparar 1 L de medio se toman 10 ml de cada una de las solucicnes arriba
mencionadas.

2. ANTIOXIDANTE

COMPUESTO PM CONCENTRACION
Q) mg.L" M

Acido ascorbico 176 15 85.23

Acido citrico 210.46 15 71.27

3. REGULADORES DE CRECIMIENTO

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK 10X
(@) mg.L" M uM

2,4-D 221.04 1.0 4.52 45.2

MCPP 214.50 1.0 4.66 46.6

Para agregar 1 mg del regulador a 1 L de medio se toman 10 ml de la solucion
stock correspondiente.
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4. AMINOACIDOS Y OTRO

COMPUESTO PM
(9 mg.L"
CsHsNs. '2H2S0, 184.20 10.0
(Adenina)

Para afadir 10 mg de adenina al medio de cultivo correspondiente se toman 10

ml de la solucion stock por litro de medio.

4.1 Composicion de la mezcla de aminoacidos y vitaminas denominada

CONCENTRACION

cocktel 20.
COMPUESTO PM CONCENTRACION
(@) mg.L" nM
L-asparagina 150.10 10.0 66.62
L-arginina 174.20 10.0 57.40
L-ac. aspartico 133.10 7.5 56.35
Glicina 75.07 23.0 306.38
Glutamina 146.10 60.0 410.67
Ac. glutamico’ 147.10 7.5 51.00
Biotina (Vit. Ba)* 244.30 1.0 4.10
Ac. folico (Be)™ 441.40 1.0 2.26
Ac. nicotinico(Ba) 123.10 1.5 12.18
Piridoxina (Bg) 205.60 1.5 7.30
Riboflavina (B2) 376.40 0.1 0.26
Tiamina (B1) 337.30 3.0 8.90
Myo-inositol 180.16 145.0 804.84
Urea 60.06 45.0 749.25

Para preparar 1 | de medio se toman 10 ml del cocktel.

*Disolver con 3 gotas de NaOH 1 N.

STOCK 100X
nm

543.0

STOCK 100X
mM

6.66
5.74
5.63
30.64
41.06
5.10
0.41
0.23
1.22
0.73
0.03
0.89
80.48
74.92
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5. COMPOSICION DEL MEDIO MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK 100X
(9) mg.L™"! mM mM
Solucion |
NH/NO3 80.040 1650 20.6 2060
KNO3 101.108 1900 18.8 1880
Solucion 1]
MgSO4.7H20 246.480 370.0 1.5 150
MRSO4 H0O 169.010 16.9 1X102 1
ZnS04.7H20 287.540 8.6 3X102 3
CuS04.5H0 249.680 2.5X102 1x10™* 1X102
Solucion Il
CaClz.2H20 147.020 440.00 3.0 300
KI 166.010 0.83 sXx107 5x10"!
CoCl2 237.930 2.56X102 1X10™* 1X102
Solucion IV
KHoPO, 136.090 170.00 1.25 125
H3BO3 61.860 6.20 1X107! 10
NaxMo04.2H0 241.950 2.5X10™" 1X10° 1x10™
Solucién V
FeS04.7H20 278.028 27.80 1x10’! 10
EDTA.2H0O 372.300 37.30 1X10™" 10
Sacarosa* 342.310 30.00 87.63

*Fuente de carbono
Para preparar 1 L de medio se toman 10 ml de cada una de las soluciones arriba

mencionadas.
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6. SOLUCIONES PARA PREPARAR X-GLUC (10X) Y MEDIR LA
EXPRESION TRANSITORIA DE GUS (JEFFERSON ET AL., 1987).

1)Amortiguador de fosfato de sodio (1 M)~*

Pesar Volumen Concentracion Stock
NaH2PO4.H20 1.38g 50 mi dHZ0 200 mM 39 ml
+
NaxHPO, 284g 100 ml dH20 200 mM 61.00
100 ml
2)Ferrocianuro de potasio™™
Pesar Volumen Stock
Ku«Fe(CN)s.3H20 0.211g 100 ml dHO 5mM
3)Ferricianuro de potasio™™
Pesar Volumen Stock
KaFe(CN)s 0.164 g 100 ml dH20 5 mM
4)EDTA*
Pesar Volumen Stock
C10H14N200Naz2HO 3.72g 100 mi dH20 100 mM
5)Triton X-100*
Stock
1 ml de Tritén X-100 en 99 ml de H>0O desionizada 1%

~Esterilizar en autoclave durante 18 minutos a 1.3 kg.cm’2 & 18 Ib.pulg™.
= Esterilizar por filtracién en membrana millipore ™de 0.22 um de diamétro.

'L



Preparar solucion de X-Gluc de la siguiente manera en condiciones de
esterilidad:

Concentracion Stock 10X Para 25 mil
(mM) (m!)
Amortiguador de
Fosfato de sodio 100.0 1M 25
pH 7.0
EDTA 10.0 100 mM 2.5
Ferricianuro de K 0.5 5mMm 2.5
Ferrocianuro de K 0.5 5mM 2.5
Tritdon X-100 0.5 5mM 2.5
X-Gluc en DMSO 1.0 mg.ml’ 25 mg/150 pl de DMSO

Aforar a 25 ml con agua desionizada estéril.
Una vez preparada esta solucién se almacena a -20°C y se descongela
lentamente al momento de utilizarla.

7. SOLUCIONES PARA MEDIR EXPRESION TRANSITORIA DE

GUS.
a)Buffer “Z" pH 7.4*
CONCENTRACION Pesar/500 mi
(mM) (9)

NaH2P0O4.H.0O 40 2.76
NaHPO, 60 4.26
KCI 10 0.37
MgSO,4.7H0 1 0.12

b)Etanol al 70%
350 ml de etanol absoluto + 150 ml de agua desionizada esteéril.
c)Acetona-Metanol (1:3) v
166 mi de acetona + 333 ml de metanol.
d)Glicerol al 50%*
250 ml de glicerol absoluto + 250 mi de agua desionizada

*Esterilizar en autoclave 18 minutos a 1.3 kg.crm? 6 18 Ib.pulg™.
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