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I. RESUMEN

La produccidn biotecnoldgica de metabolitos secundarios en cultivos celulares de plantas
provee una alternativa atractiva para incrementar el contenido de productos de interés
farmacéutico. Uno de ellos, cuya importancia radica en su actividad antineopldsica es el
paclitaxol (Taxol®), producido de forma natural en arboles de la familia Taxaceae. Sin
embargo, su obtencidn a partir de las fuentes naturales es costosa por la dificultad que
representa su extraccidn y el bajo contenido del mismo, por lo que una alternativa ante
esta limitante es utilizar como fuente del paclitaxol cultivos celulares productores de este
antineoplasico, lo cual implica sistemas celulares proliferos capaces de ser transformados
genéticamente. Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue obtener la produccién de
células vegetales transformadas genéticamente de T. globosa Schl a partir de explantes de
aciculas y tallo. Se logré establecer cultivos celulares sdlidos y liquidos, los cuales se
caracterizaron en cuanto a su cinética de crecimiento. Se determinaron las dosis letales de
los agentes de seleccidn; higromicina y glufosinato de amonio. La transformacién se llevé
a cabo utilizando los plasmidos pCambia 1302 para Biobalistica y pEarlygatel03 para
Agrobacterium tumefaciens, ambos plasmidos contienen el promotor constitutivo 35S del
Virus del Mosaico de la Coliflor y al gen reportero gfp, por medio del cual se identificaron
las células transformadas. Se lograron estandarizar las condiciones de transformacién para

las células en suspensién de Taxus globosa en ambos sistemas.
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Il. INTRODUCCION

Las plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios en comparacion con
otros sistemas biolégicos, que histéricamente han sido usados en la industria

farmacéutica, alimentaria, cosmética y quimica.

Hasta ahora el nimero total de metabolitos secundarios de plantas excede los 22,000 de
los cuales diversos compuestos han sido usados directamente como farmacos. Sin
embargo un gran nimero de compuestos con estructura quimica compleja no pueden ser
explotados de manera natural a gran escala debido a los altos costos de produccién y el
bajo rendimiento de los ingredientes activos. Ejemplo de lo anterior y cuya importancia
radica en su actividad antineoplasica es el paclitaxol (Taxol®), un diterpeno que se produce
en forma natural en la corteza de los arboles del género Taxus, siendo las especies mas
utilizadas T. baccata en Europa, T.brevifolia en Estados Unidos y T. yunnenensis en China

(Tabata, 2006 y Wani et al., 1971).

En México, el género Taxus se encuentra representado por su Unica especie T. globosa, la
cual estd catalogada como una especie en peligro de extincidon por la NOM-ECOL-059-
2001. Existen pocos estudios de esta especie que enfoquen su interés al paclitaxol.
Aunque se sabe que cuenta con mayores cantidades de paclitaxol (0.01 % en peso seco de
follaje) en comparacién con otras especies como T.baccata, T.brevifolia, T. cuspidata y
T.media, lo que le da un particular interés, debido a que la extraccion de este farmaco se
haria del follaje y no de la corteza, lo cual contribuiria enormemente a su conservacién
(Soto et al., 2000). Sin embargo, su purificacion de esta fuente resulta incosteable por la

gran cantidad de aceites y fenoles presentes en el tejido.

El cultivo de tejidos vegetales es una atractiva tecnologia, para resolver los problemas de
produccién de metabolitos secundarios. La aplicacidn de la ingenieria genética a este

sistema, abre numerosas posibilidades no solo para la produccion a gran escala de
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compuestos quimicos naturales de manera continua y estable, sino también a través del
uso de transgenes permitiendo la sobreexpresion de los genes involucrados en la sintesis

de los compuestos quimicos en lineas celulares.

El progreso en la transformacidn genética de Taxus spp. no solo provee la posibilidad de
transformar de manera estable células de Taxus spp. también proporciona un sistema
para caracterizar nuevos genes relacionados con el metabolismo del paclitaxol
(Vongpaseuth y Roberts, 2007a). Sin embargo, se ha encontrado que la optimizacién de los
parametros de transformacion es altamente dependiente de la linea celular, por lo que la
estandarizacién de éstos en los cultivos de Taxus globosa es indispensable para su

aprovechamiento.

Por lo anterior, el objetivo general de este trabajo fue establecer un protocolo de

transformarcion para la produccién de células transformadas genéticamente de Taxus

globosa.

Pagina | 3



lll. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades de Taxus globosa

Taxus globosa fue descrita por primera vez por el botdnico aleman Diederich Franz
Leonhard von Schlechtendal en 1838 a partir de material colectado por Christian
Ehrenberg. Schlechtendal describid la planta como un arbol de 20 pies que crecia cerca de
Huajolote, México y que presentaba semillas en el mes de Septiembre. En su descripcidn,
Schlechtendal considerd al tejo mexicano muy similar al tejo Europeo (Taxus baccata),
pero con diferencias morfoldgicas en el fruto, manifestando que el del primero era mas
esférico y comprimido y que estas diferencias eran mas evidentes en los frutos jovenes

(Melvin et al., 2003).

En México sélo se conoce una especie representando al género Taxus: Taxus globosa
Schlecht, conocida comuUnmente como granadillo, romerillo, palmira, tejo, tlatscal
(Zamudio, 1992). Es una de las cuatro especies de Taxus existentes en América y su status
no ha sido esclarecido, debido a la falta de informacién en nuestro pais. Actualmente se
encuentra catalogada como especie rara en las listas oficiales de la Norma Oficial
Mexicana, por lo tanto se trata de una planta cuya poblacidn es biolégicamente viable,
pero escasa de manera natural, pudiendo estar restringida a un drea reducida muy

especifica (Zavala-Chavez, 2002).

Un andlisis demografico preliminar realizado en el Parque Nacional el Chico, Hidalgo,
México concluye que existen 2.3 ejemplares juveniles por cada adulto masculino y 5.3 por
cada adulto femenino que pueden permanecer en fase juvenil hasta mas de 18 afios con
estos datos es dificil argumentar sobre el cardcter raro o de riesgo de T. globosa en el

area. (Zavala-Chavez, 2002).
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La escasez de T. globosa ha llamado la atencién debido a que aparentemente es un
recurso genético que puede estar en peligro, en caso de que no se logre su conservacion

ex situ 0 se promueva su permanencia in situ. (Zavala-Chavez, 2002).

Aunque los aspectos bioldgicos basicos de esta especie, tales como: ciclo reproductivo,
mecanismos de dispersion y los agentes especificos involucrados o su dinamica
poblacional son poco conocidos, estudios sobre la propagacién de esta especie reportan
que de manera asexual (estacas), al haber aplicado 10,000 ppm de Acido Indolbutirico
(AIB) en la parte basal de las estacas, se logré hasta un 89.9% de emisién de raices.
Ademas la propagacién via sexual (semillas) se ve favorecida cuando las semillas se
almacenan en un ambiente humedo durante 5 meses a 23°C y después a 2°C por tres
meses para finalmente sembrarlas, tratamiento con el cual se ha logrado un 34% de
germinacién. Sin embargo no se descarta la idea de usar Acido Giberelico (GA3) como
pretratamiento, ya que las semillas de Taxus presentan latencia causada por la alta
concentracién de Acido abscisico y, como consecuencia, bajo desarrollo de los embriones

(Nicholson y Munn, 2003; Zavala-Chavez, 2001).

3.1.1 Clasificacion taxonomica

Taxus globosa es un arbol perennifolio, el cual ha sido clasificado taxonédmicamente de la

siguiente manera.

Division: Conipherophyta
Clase: Pinopsida
Orden: Taxales
Familia: Taxaceae
Género: Taxus

Especie: Taxus globosa (Zamudio, 1992)
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3.1.2 Descripcion botanica

Arbol bajo o arbusto, perennifolio, dioico, de 6 a 18 m de alto; tronco erecto de 30 a 50
cm de didmetro, muy ramificado, con las ramas colgantes, formando una copa
redondeada o extendida; corteza escamosa de color café claro, que se desprende en
fragmentos cuadrados o rectangulares; hojas distribuidas en espiral, las cuales
posteriormente se disponen en forma distica o subdistica por la torsidn del peciolo,
aplanadas, lineares a linear lanceoladas, ligeramente falcadas, de 2 a 3.7 cm de largo y de
2 a 3 mm de ancho, apice agudo, acuminado, base angosta, peciolo corto, margenes
ligeramente involutos, una sola vena media engrosada, verde oscuras en el haz, mas claras
en el envés y con hileras de estomas. Estrébilos masculinos axilares, ubicados en la parte
inferior de la ramas, solitarios o rara vez en espigas compactas de 2 a 4, con un pedunculo
corto, con 4 a 5 bracteas membranosas en la base del estrébilo, imbricadas, amarillentas;
estrébilos formados por 7 a 14 conjuntos de sacos polinicos con filamentos cortos, que
surgen en el apice del pedunculo; microsporéfilas peltadas con 4 a 7 sacos polinicos, los
cuales presentan dehiscencia longitudinal y tejido conectivo uniendo los sacos. Ovulos
solitarios (no asociados en estrébilos), ubicados en las axilas de las hojas, dispuestos en la
parte posterior de las ramas, rodeados por varias bracteas membranosas, verdes, con el
margen escarioso; semillas sin ala, ovoides u oval-ovoides de 5 a 7 mm de largo por 4 mm
de ancho, de color café, con el apice apiculado, cubiertas parcialmente por un arilo
carnoso de color rojo. A pesar de que algunos autores han ubicado a T. globosa como una
subespecie de T. baccata., T. globosa se distingue por sus hojas mas largas y delgadas,

agudas, claramente falcadas y por las semillas ovoides mas gruesas (Zamudio, 1992).
En la figura 1A se muestra una rama de T.globosa creciendo a las orillas de las canadas en

el Parque Ecoldgico del Chico Hidalgo, y en la figura 1B la semilla madura de T.globosa

rodeada por el arilo rojo.
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Figura 1. A) Rama de Taxus globosa creciendo a las orillas de las cafiadas. B) Semilla madura de T.
globosa rodeada por el arilo.

3.1.3 Distribucidon geografica de Taxus globosa

La familia Taxaceae presenta de tres a cinco géneros y unas 15 especies. Se encuentra
distribuida en el Hemisferio Norte y en Nueva Caledonia. En México T. globosa se
distribuye en la Sierra Madre Oriental (Nuevo Leén, Tamaulipas, San Luis Potosi,
Querétaro, Hidalgo y Veracruz), Sierra de Juarez, Oaxaca y la Meseta Central de Chiapas,
asi como en Guatemala en la Sierra de Minas, Sierra de Cuchumatanes y Cadena Volcéanica
(Standley y Steyermark, 1958; Islebe et al., 1994), en el sur de El Salvador (Silba, 1984) y
en las Cordilleras de Celaque y Tilardn en Honduras. Zamudio (1992) considera que esta
especie tiene una distribucidon aparentemente disyuntal. En la figura 2, se muestra la
distribucién de T.globosa en México especificamente en las zonas del bajio y el Estado de

Chiapas.

! La distribucién disyunta de una poblacién corresponde a individuos o conjunto de individuos que crecen en
forma aislada.

Pagina | 7



TN 5. L. Potosi

’ Guanajuato

Tuxtla
Gutiérrez T
]

' ! Querétaro
b A Hidalgo

> ¥
of ' Chiapas

conocida de

o~
» /--’r 3\/ Taxus globosa

|
'Lﬁ\_/ en el Bajio y zonas | B
' — adyacentes | \ |

!

Figura 2. Distribucidn geografica conocida de Taxus globosa: A) En el Bajio y zonas adyacentes y B)
Estado de Chiapas, México (Zamudio, 1992).

I
1 :
»
2

o ; - |
| d a . Distribucion geografica {
| }
|
|

3.1.4 Habitat

En general, se sabe que T .globosa comprende arboles tolerantes a la sombra, cuyo
crecimiento parece ser lento. Se encuentra formando parte de distintos tipos de
vegetacidon en el pais, pero aparentemente es mas comun en los bosques meséfilos de
oyamel, pino encino y coniferas en México. Los individuos adultos frecuentemente se han
encontrado en el fondo de cafladas humedas, en altitudes que van de 1000 a 2,800 msnm

(Zamudio, 1992).

Andlisis de suelo realizados por Zavala-Chavez (2001) han mostrado que esta especie
crece en suelos con un pH que varia de 5.1 a 6.3, con una conductividad eléctrica de 0.04 a
0.10 mmhos/cm, el total de materia organica observado fue de 8.7 a 26.1%; los niveles de

nitrogeno de 0.44 a 1.31%; fésforo, de 4 a 20 ppm, y la clase de textura fue franca.

3.1.5 Usos tradicionales

El uso econdmico de las especies de Taxus en Norteamérica data desde las civilizaciones
prehispdanicas. Las especies de varios bosques de Norteamérica fueron utilizadas para la
elaboracion de armas, herramientas, objetos culinarios, equipo de soporte y como objetos
artesanales para sus rituales. Taxus canadensis del Este de Norteamérica y Taxus brevifolia
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del Noroeste del Pacifico fueron utilizadas con fines terapéuticos por un numeroso grupo
de indigenas para aliviar los dolores reumaticos, codgulos, paralisis, gonorrea y dolores de

pulmén (Melvin et al., 2003).

Las distintas especies de Taxus se usan localmente como lefia, carbdn o plantas de ornato
y en Europa la madera de este arbol se emplea desde tiempos remotos en la ebanisteria
(Zamudio, 1992). Las hojas y la semilla de algunas especies de Taxus son venenosas al
hombre y al ganado, por la presencia de un alcaloide llamado taxina; ademds la madera es
rica en taninos. En América no presenta importancia econdmica destacada, pero en
Europa las plantas de este género fueron empleadas en la medicina tradicional como
abortivas, las variedades horticolas de Taxus baccata L. se han cultivado ampliamente en
parques y jardines, la madera se emplea en la construccién de muebles y en la fabricacién
de arcos por su flexibilidad (Zamudio, 1992). En Nuevo Ledn se ha reportado el uso de la
madera para la construccion asi como también para la fabricacién de cercas (Melvin et al.,
2003). Con el descubrimiento en 1992 del compuesto paclitaxol para el tratamiento de

cancer, el uso econdmico de este género ha entrado en una nueva fase.

Existen pocos estudios de T. globosa que enfoquen su interés al paclitaxol. De los
primeros estudios reportados estan los de Strobel et al. (1993) en el cual describen

brevemente a T. globosa.

Soto et al. (2000) detectaron la presencia de paclitaxol en corteza y follaje de T. globosa.
Los niveles de paclitaxol encontrados oscilaron entre 0.013 a 0.085%, en corteza y aciculas
respectivamente. De acuerdo a estos datos se observa una mayor acumulacién de
paclitaxol en el follaje que en la corteza. La mayor proporciéon de paclitaxol en el follaje de
T. globosa le da un particular interés, debido a que la extraccién de este farmaco se
obtendria a partir del follaje y no de la corteza, lo cual contribuiria enormemente a su
conservaciéon; por otro lado, este mismo estudio plantea la posibilidad de un cultivo

celular a partir de hojas que, posiblemente, contendria mayor concentracién de paclitaxol,
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al seleccionar lineas celulares altamente productoras. Resultados sobre la valoracion
biolégica demostraron la presencia de actividad estabilizadora de microtubulos en las
fracciones obtenidas de corteza, aciculas y tallos jovenes, actividad mds frecuente en

corteza y aciculas que en tallo

3.2 Sintesis y produccion de Paclitaxol

El paclitaxol fue aislado de Taxus brevifolia, en 1963 por Wall y Wani en Research Triangle
Institute y la estructura fue finalmente elucidada en 1971. Es un diterpeno triciclico
polioxigenado altamente sustituido caracterizado por un anillo taxano el cual es diferente
de otros taxanos conocidos por la presencia del anillo oxetano (anillo-D). La potente
actividad antimitética esta restringida a los taxanos, como el paclitaxol ya que poseen un
N-benzoil-3-fenilserina en la cadena del carbono -13. El esqueleto diterpeno del
paclitaxol, es como en otros terpenoides derivado de la via independiente del
mevalonato, localizada en el cloroplasto. Esta via opera en paralelo con la via cldsica
acetato/mevalonato citosodlica para la biosintesis de isopentenil difosfato (IPP). Mientras
que el precursor universal terpenoide derivado de la via acetato/mevalonato,
generalmente es usado en la biosintesis de sesquiterpenos, fitoesteroles y triterpenos, el
IPP derivado de la via de plastidio y 1 deoxi-D-xilulosa- 5-fosfato es empleada en la
biosintesis de carotenoides, fitol, plastoquinona, isoprenos, monoterpenos y diterpenos

(Jennewein y Croteau.,2001; Rowinsky et. al,1990).

En los ultimos cinco afios se han hecho mds avances en la identificacién de genes
responsables de la biosintesis de paclitaxol, un proceso que requiere de aproximadamente
doce reacciones enzimaticas involucradas en la construccién del esqueleto tetraciclico y la
adicién de los grupos funcionales hidroxilo y acilo. La sobreexpresiéon de los genes
involucrados en la sintesis de este compuesto en lineas celulares puede ser una buena

estrategia para mejorar la produccién de este farmaco (Walter y Croteau, 2001).
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El paclitaxol se puede obtener por diferentes métodos. Naturalmente es producido por los
arboles del genero Taxus, siendo las especies mas utilizadas T. baccata en Europa,
T.brevifolia en Estados Unidos y T. yunnenensis en China. En México, el paclitaxol se
produce en T. globosa, sin embargo el sistema de extraccién natural de este metabolito
secundario ha progresado lentamente ya que es escaso y es dificil su aislamiento,
extraccidon y preparacion a gran escala. Ademas se sabe que de un arbol de cien afos en
promedio, se obtienen 3 kg de corteza de los cuales se aislan apenas 300 mg de este
compuesto, de tal forma que se requieren 10 kg de corteza de tres arboles centenarios
para obtener un gramo de paclitaxol lo que le toma al arbol cerca de cien afios alcanzar las
dimensiones adecuadas (diametro de 25 cm y altura de 6 a 9 m) que permitan explotar su
corteza, ademas de que el descortezamiento mata al arbol. Asi mismo el paclitaxol es
poco soluble en medio acuoso, impidiendo el desarrollo de una formulacién clinica

sustentable (Wani et al., 1971; Appendino et al., 1993).

Existen pocos organismos que producen paclitaxol entre ellos a un diverso grupo de
hongos endofiticos de especies de Taxus (Taxomyces andreanae, Pestalotiopsis, Fusarium
y Alternaria). Sin embargo este sistema microbiano no tiene una produccién sostenible del
farmaco (Stierle et al., 1993). Un sistema de produccién biolégico mds prometedor es el
cultivo celular de Taxus que responde a la elicitacién con metil jasmonato que incrementa
la sintesis de paclitaxol (Ketchum et al., 1999). Los niveles de produccién de taxoides en
cultivos celulares son sustancialmente mas altos que de los sistemas microbianos, pero no

suficientemente altos o seguros todavia para servir como un recurso comercial.

Ademads de su fuente natural, el paclitaxol puede ser obtenido a través de la sintesis
guimica, aungque con un rendimiento bajo debido a la alta complejidad de la molécula.
Otro método de obtencion de paclitaxol es la semisintesis que consiste en modificar
guimicamente un precursor como por ejemplo 10-deacetilbacatina Ill o bacatina Ill.
Aunque este procedimiento de semisintesis es eficiente, la purificacién de los precursores

a partir del tejido vegetal requiere de un gran esfuerzo en la separacién de los
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intermediarios deseados de los abundantes fenoles, lipidos y otros compuestos dentro de
la planta. El aislamiento del paclitaxol y otros taxoides Utiles mediante el cultivo de células
de Taxus requiere de pocos pasos de purificacién de tejidos intactos porque las cantidades
de sustancias mezcladas son bajas; sin embargo el rendimiento de la produccién de
taxoides en cultivo celular es también bajo, para ser comercialmente viable (Ketchum vy

Croteau, 1999)

3.3 Cultivo de Tejidos Vegetales.

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) puede ser definido como un conjunto de técnicas en
donde segmentos u 6rganos de una planta (explante) se cultiva asépticamente en un
medio artificial de composicién quimica definida y se incuba bajo condiciones ambientales

controladas.

Los cultivos de células y tejidos vegetales in vitro constituyen actualmente una alternativa
para producir sustancias de uso farmacéutico, agricola o industrial; cuya produccién
comercial por métodos convencionales (sintesis quimica o extraccién de las plantas que
las sintetizan) resulta dificil o econémicamente desfavorable (Ramachandra y Ravishankar,
2002; Archana et al, 2001). Estos cultivos constituyen una promesa para aumentar el
rendimiento de los principios activos de interés presentes en las plantas, asi como para
controlar adecuadamente su produccion, ademds de permitir la oportunidad de utilizarlos
como catalizadores en la sintesis de otros compuestos que no estén presentes en ellos,
gracias a su capacidad catalitica (Hurtado y Merino, 1994; Flores 2004) asi como por ser
una herramienta utilizada en la modificacion estructural de moléculas para obtener
compuestos con caracteristicas diferentes y propiedades benéficas (Ramachandra vy

Ravishankar, 2002).

Esto es posible ya que el CTV se basa en la totipotencialidad celular, es decir, cada célula

contiene en el genoma la informacién completa requerida para dar lugar a una copia
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exacta de la planta parental, asi como presentar todo su repertorio enzimatico, lo cual se

expresa con un manejo adecuado de las condiciones nutricionales, hormonales y

ambientales (Pérez et al, 1999).

Inicialmente el CTV se utilizd para la multiplicacién masiva de plantas élites o

micropropagacion, sin embrago ha adquirido una mayor proyeccién en:

La clonacidn in vitro de plantas selectas.

La generacion de plantas libres de enfermedades.

La produccién in vitro de compuestos naturales de alto valor (enzimas,
metabolitos, aminoacidos, etc.)

La conservacion de germoplasma vegetal mediante criopreservacion.

La transferencia directa de genes a las plantas con la ayuda de la ingenieria
genética (Peréz, 1998; Archana et al., 2001; Marja, 2002; Ramachandra y
Ravishankar, 2002)

Los principios basicos de los cuales depende el éxito o fracaso del cultivo de tejidos

vegetales son:

1.

3.

La eleccién del explante, con base en sus condiciones fisioldgicas, bioquimicas,
genéticas, asi como la posicién que guarda en la planta.

La eleccién del medio y las condiciones de cultivo tomando en cuenta sales
inorgdnicas, compuestos organicos, reguladores de crecimiento, fuente de carbono
necesarios para el éptimo desarrollo, asi como las condiciones fisicas requeridas
(fotoperiodo, intensidad luminica, temperatura, humedad)

Condiciones asépticas del material vegetal, se debe desinfectar y eliminar
patdgenos superficiales y sistémicos teniendo en cuenta que si este proceso es

muy drastico se puede afectar la viabilidad del material y dificultar el
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establecimiento del cultivo; asi como esterilizar el medio de cultivo e instrumentos

que se utilicen para evitar contaminacion (Pierik, 1990; Olivera, 2003 )

Entre las ventajas que presenta el CTV se encuentra que se requiere de poco espacio para
mantener un gran nimero de plantas, se trabaja libre de patdgenos al utilizar medios
asépticos y condiciones controladas; su produccidn es continua, es decir no se requiere
estacionalidad de las plantas tropicales o alpinas (Pérez, 1998) y se pueden mantener por
largos periodos. Entre las desventajas se tiene que las células vegetales presentan paredes
rigidas lo que obliga a emplear sistemas de agitacién apropiados, las instalaciones y
equipo deben ser especializados al igual que la mano de obra, el desarrollo de protocolos
especializados requiere de largos tiempos de trabajo y fuerte inversidon, las plantas
producidas pueden presentar variacion somaclonal, definida como modificaciones
genéticas en las células y cultivos in vitro que pueden manifestarse como mutaciones

heredables a las progenies de las plantas regeneradas (Pierik,1990 ).

Se han desarrollado diferentes sistemas para los cultivos de tejidos, 6rganos, células y
protoplastos vegetales; los cuales constituyen una forma de mantener y propagar células

vegetales; uno de ellos es el cultivo de callos.

3.3.1 Cultivo de Callos

El callo es una masa amorfa, de células vegetales poco diferenciadas y de rapida
proliferacién. Puede obtenerse a partir de oérganos y tejidos diferenciados, que
posteriormente son llevados a desdiferenciacion celular. Su crecimiento puede ser
heterogéneo. Al existir zonas de actividad formadora de embriones, raices, brotes, etc.,
necesitan de una combinacién adecuada entre auxinas y citocininas para tener una mayor

proliferacién (Olivera, 2003).
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Las caracteristicas del callo dependen de los reguladores del crecimiento utilizados, de la
especie y organo del que fue tomado el explante inicial, y de las condiciones fisicas de
incubacidn. Para la induccidn de callos se requieren medios ricos como el MS o el B5 entre

otros, con la concentracion adecuada de reguladores de crecimiento.

Los reguladores de crecimiento son de suma importancia, ya que estimulan, inhiben o
modifican de algin modo los procesos fisioldgicos en las plantas; se utilizan en
concentraciones variadas de 0.01-20 mg.l'1 y en términos generales la induccién de callo
se ve estimulada por concentraciones equitativas de auxinas y citocininas. Las auxinas
estan implicadas en muchos procesos que afectan la divisién celular y diferenciacién de las
células, inducen el alargamiento celular debido a que aumentan la plasticidad de la pared
y la penetracién del agua a la célula (George y Sherrington, 1984; Hurtado y Merino, 1994)
mientras que las citocininas promueven la divisiéon y expansion celular, el desarrollo de los
cloroplastos, alargamiento de las hojas y la floraciéon, actidan en el retraso de la

senescencia inhiben el crecimiento de raices (Hurtado y Merino, 1994; Azcon-Bieto,2000)

El callo tiene una caracteristica que lo hace importante para su utilizacién en la iniciaciéon
de cultivos en suspensién y es su friabilidad (tendencia de las células a separarse unas de

otras). Bajo este criterio los callos pueden clasificarse como:

e Friable: Caracteristica en la que las células estan asociadas unas a otras de manera
relativamente laxa, siendo esponjoso y con gran cantidad de espacios
intracelulares. Los callos de T. globosa se pueden clasificarse dentro de esta

categoria.
e Compacto. Si las células se agregan mas densamente, siendo masas celulares

duras, compacta, intimamente ligadas y con un espacio intracelular muy limitado

(Ayala, 2008).
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3.3.2 Cultivo de Células en Suspension

Se define al cultivo de células en suspensién como el crecimiento constante de células o
agregados celulares en medio liquido bajo condiciones de agitacién permanente y de
asepsia. Estos cultivos se utilizan para establecer poblaciones celulares homogéneas tanto
bioquimica como morfolégicamente con crecimiento constante y sincronizado, durante un
periodo corto, estimulando también un mayor crecimiento de la masa celular (Pierik,

1990; Hurtado y Merino, 1994)

Entre las aplicaciones de las células vegetales en suspensidon para la investigacion se

encuentran:

e Estudios sobre ciclo celular.

e Estudios fisioldgicos y bioquimicos.

e Produccién de metabolitos secundarios.

e Induccién enzimatica y expresion génica

e Aislamiento de mutantes

e Fuente de protoplastos para fusiones o manipulacion genética

e Biorremediacion.

Entre las ventajas que presenta este tipo de cultivo estan: lograr poblaciones mas o menos
homogéneas de células, pudiendo en algunas ocasiones detener el crecimiento en un
momento determinado (sincronizar) utilizando ademas pocas cantidades de material
vegetal. Al tenerse células provenientes de tejidos especificos se eliminan interacciones
con otros tejidos o efectos de la fenologia que se presenta en plantas completas. Por otra
parte, entre las desventajas que muestran se encuentran que los cultivos en suspensién
no pueden mantenerse por periodos largos, y usualmente se requiere preparar con tejido
fresco cada experimento. El manejo de los cultivos en suspensién se debe hacer con el

mayor cuidado y se requiere de una infraestructura mas sofisticada (George y Sherrington,
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1984).Una caracteristica fundamental en el crecimiento de los cultivos en suspension es la
capacidad de separacion de las células, la cual se puede promover con varios factores
entre los que se encuentra la sustitucidn de la sacarosa por glucosa, el adicionar vitaminas
como B12, tiamina o Bl al incrementar los niveles de algunas sales minerales como el
calcio o hierro e incluso por la incorporacién de enzimas degradantes de la pared celular

(Pierik,1990; Hurtado y Merino, 1994; Pérez, 1998)

El establecimiento de un cultivo de células en suspension puede lograrse directamente a
partir de un inoculo, o bien, lo que se hace generalmente, al transferir fragmentos de
callos al medio liquido, el cual se mantiene en agitaciéon durante el periodo de cultivo. El
mejor inéculo para la iniciacidon de células en suspensidon es un callo friable con un alto
indice de division celular (Pérez et al., 1999; Evans y Coleman, 2003). El tamafio del

inéculo varia segun el tipo de callo y la especie.

3.3.3 Cultivo celular de Taxus spp.

El cultivo celular de Taxus ofrece el potencial para incrementar la cantidad de paclitaxol
comparado con la extraccidon directa de tejidos o la semisintesis, evitando el uso de
solventes y metales abrasivos. Comparado con otros métodos de obtencidn de paclitaxol

como la sintesis total, el cultivo celular de Taxus es ideal para escalarlo a nivel comercial.

Es por esto que desde el descubrimiento del paclitaxol numerosas investigaciones han
tratado de optimizar las condiciones para su cultivo in vitro, evaluando los diversos
factores que puedan afectar los niveles de paclitaxol. Sin embargo, hasta ahora estos
estudios se han enfocado en las especies europeas y asiaticas dejando de lado a la especie
endémica de México Taxus globosa, la cual cuenta con mayores cantidades de paclitaxol
(0.01 % en peso seco de follaje) en comparacién con otras especies como T.baccata,
T.brevifolia, T. cuspidata y T.media (Wheeler et al.,1992). En la tabla 1 se muestran

algunos de los estudios en cultivo de tejidos realizados en el género Taxus.
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Tabla 1. Cultivo de tejidos vegetales en Taxus spp.

Especies

Resultados

Referencias

T. baccata,
T. brevifolia
T.cuspidata
T. x media

Cultivo de callos: iniciacidn, optimizacién del

crecimiento, caracterizacién y produccion de taxol

Wickremesinhe y
Arteca, 1993

T. cuspidata

Cinéticas de la produccion de taxol y nutrientes en

Fett-Neto et

células en suspension al., 1994 *
T. cuspidata Se examiné la influencia de la luz blanca en la Fett-Neto et
acumulacién de taxol y bacatina Ill en cultivos callos y al.,1994*

células en suspension

T.baccata

El cultivo de callos fue inducido de hipocotilo vy
explantes de hojas en medio WPM

Zhiri et al.,1995*

T.brevifolia

Los efectos del medio basal; tipo y concentracion de
azucar sobre el crecimiento y produccion de taxanos
fueron investigados. La fructosa fue el mejor azlcar,
utilizdndose en una alta concentracién para
incrementar los niveles de taxol

Kim et al.,1995*

T.brevifolia

Las sales del medio Gamborg (B5) incrementan el
crecimiento de los cultivos celulares, la mejor
combinacion de carbohidratos fue 0.5% de fructosa
mds 0.5% de sacarosa. Las mayores tasas de
crecimiento se obtuvieron al utilizar 4.14 pM (1 mg 1)
de picloram, 0.46 uM (0.1 mg I™) de cinetina y 0.38 pM
(0.1 mg 1) de acido abscicico 0 0.29 uM (0.1 mg I'*) de
acido giberelico. Este medio denominado TM5
demostré incrementar dos veces mas el crecimiento de
callos en menos tiempo

Ketchum et al.,
1995.

T. baccata

Ocho diferentes analogos del taxol fueron identificados
en cultivos de callos que crecian en medio MS con
reguladores de crecimiento

Vanek et al.,1996*

T. chenensis

Los callos fueron inducidos de tallos y aciculas, y
analizados por su capacidad para producir taxol

Gan et al., 19962*

T. cuspidata

Cultivos en suspensién crecidos en matraces y
reactores tipo Wilson bombeados con aire ambos en
agitacion. La productividad de taxol fue mas alta que las
reportadas en otros cultivos en suspensién de Taxus sp.

Pestchanker et al.,
1996 *

T. mairei

Cultivos de callos fueron inducidos usando diferentes
explantes incluyendo aciculas, tallos, raices, embriones
y endospermas. Se encontrd que el contenido de taxol
varia segun el tipo de explante

Chang et al.,1996*

T.wallichiana

Condiciones del cultivo fueron estandarizadas para la
iniciacion de cultivos de callos del tejo del Himalaya
usando tallos y aciculas de arboles maduros.

Banerjee et al.,
1996

T. cuspidata y
T. canadensis

La combinacién de los reguladores de crecimiento ANA
y Tiazuron incrementaron el crecimiento y |Ia
produccién de taxol en los cultivos celulares de

Ketchum y Gibson,
1996.
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T.canadensis, mientras que la combinaciéon de AIA vy
BAP resultaron mejores para los cultivos de T.
cuspidata. La disminucién de carbohidratos al medio de
cultivo incrementa la acumulacion de taxol.

T.yunnanenis El contenido de taxol fue promovido incrementando la Guan et al.,1997*
cantidad de azlcar, y solo fue suplementado con
sustancias organicas como leche de coco, caseina
hidrolizada e hidrolizado de lacto albumina.

T. cuspidata La concentracidn de oxigeno (10% v/v) promueve poca Linden, et al.,
produccién de paclitaxol, mientras que una alta (2001).
concentracidn de didxido de carbono (10% v/v) inhibe
esta produccién. La mezcla de gases mas efectiva en
términos de producciéon de paclitaxol fue 10% (v/v) de
oxigeno, 0.5%(v/v) didxido de carbono, y 5 ppm de
etileno.

T. cuspidata La utilizacién de acido ascérbico (150 g/l), la glutamina Michael C. Naill y
(6.25 mM), y el acido citrico (150 g/l)] no afectaron el Susan C. Roberts,
crecimiento ni la viabilidad celular de los cultivos de 2005.
protoplastos. El compuesto, Plant Preservative Mixture
0.2% (v/v), presento mayor eficacia en la prevencidn de
contaminacidn y no tuvo efecto sobre el crecimiento y
la viabilidad de los cultivos

Taxus Protocolo de regeneraciéon de Taxus wallichiana via Mukul et al.,2005
wallichiana organogénesis de cultivos de callos derivados de

embriones cigoticos. Los embriones cigéticos fueron

sembrados en los medios Lloyd y McCown’s

suplementados con vitaminas SH, 0.5 mg I™* de BAP en

combinacién con 1.0-2.0 mg I de 2,4-D o ANA.

T. baccata Se utilizd medio Gamborg’s (B5 ) suplementado con Khosroushabhi et al.,
ANA (2 mg/l), 2,4-D (0.2 mg/l),Cinetina(0.2 mg/l), acido 2006
ascorbico (50 mg/l)sacarosa (20 g/l) y agar (8 g/l) para
inducir callos de Taxus. La adicidn de sulfato de vanadio
(0.1 mg/l), nitrato de plata (0.3 mg/l) y cloruro de
cobalto (0.25 mg/I) incrementaron el crecimiento de los
cultivos.

*Citado por Han et al., 1999.

3.4. Transformacion Genética de Plantas

El mejoramiento genético vegetal se originé hace aproximadamente 10.000 afios, cuando

el hombre se hizo agricultor comenzd la domesticacion de las plantas y se basé en la
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existencia de variabilidad genética para los caracteres que se deseaban mejorar y en la

reproduccién sexual para la incorporacién de los mismos (Bolivar, 2004).

La ingenieria genética permite el acceso y la manipulacién directa de la informacidn
genética de cualquier ser vivo, e incluso posibilita la creacién de genes sintéticos. Por ello,
esta tecnologia rompe con las barreras impuestas por la incompatibilidad sexual y hace
posible introducir en plantas, genes provenientes no solo de otras especies vegetales
evolutivamente distantes, sino incluso de hongos, virus, bacterias y animales; esta
modificacidon se lleva a cabo en un ciclo. Lo anterior se basa en el principio de que el
codigo genético de los organismos vivos es universal. Es por ello que la obtencién de
plantas transgénicas (portadoras de uno o varios genes ajenos o heterdlogos) empleando
alguna de las técnicas disponibles para tal efecto, representa hoy en dia uno de los medios
mas versatiles y precisos para producir variedades vegetales mejoradas como son la
obtencién de plantas con resistencia a virus, insectos, hongos y bacterias, tolerancia a
herbicidas y a estrés abidtico y modificacion de la calidad nutritiva de los cultivos entre
otros. Asimismo, a través del uso de transgenes es posible modificar la expresion de genes

presentes en el genoma de la planta (Bolivar, 2004).

En lo que a transformacion genética se refiere, es necesario disponer del transgen
(secuencias regulatorias y codificantes clonadas en un vector de transformacién) y contar
con un método de transformacion que permita tanto la introduccién del material genético
gue se pretende incorporar, como su integracion estable, funcional y heredable en el
genoma vegetal (Bolivar, 2004). Para introducir un transgen es necesario que el mismo sea
incorporado previamente en un vector (por ejemplo un pldasmido). Para ello se digiere el
ADN extraido de un organismo, cualquiera que sea su origen, con enzimas de restriccion.
Una vez introducido el gen de interés en la célula, se induce el desarrollo de plantas
mediante distintas técnicas de cultivo de tejidos. Se procede luego al andlisis molecular de
las plantas regeneradas in vitro para identificar aquellas que porten y expresen el o los

transgenes en los niveles deseados. Finalmente, a través de experimentos de campo vy
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laboratorio se estudia el comportamiento de los individuos transgénicos y su

descendencia (Diaz et al., 2006).

Un transgen esta compuesto por una secuencia codificante (regién comprendida entre los
codones de iniciacidon y terminacion de la traduccion) y por secuencias regulatorias que
determinan el tejido, el momento del desarrollo y el nivel de expresidén del transgen en la

planta.

El promotor es el sitio del ADN al cual se une la enzima ARN-polimerasa para iniciar el
proceso de trascripcion. Ademas, es necesario que el transgen disponga de una regién no
traducida en el extremo 3’ del mismo, que incluya la sefial de corte y poliadenilacion
(terminador), necesaria para el correcto procesamiento del transcripto correspondiente.

En la Figura 3 se observa un diagrama general de la estructura molecular de un transgen.

Promotor Secuencia codificante  Terminador

Figura 3. Estructura molecular de un transgen (Diaz et al., 2006)

Asimismo, en la eleccién del promotor a utilizar en la construccién del transgen, hay que
considerar la especie vegetal a transformar, ya que su nivel y patrén de expresién pueden
variar al ser utilizados en especies distintas a la de origen del mismo. Dentro de los
promotores se distinguen varios tipos: los constitutivos, que permiten la expresion del gen
en toda la planta en forma continua, los inducibles que responden a factores ambientales
y finalmente los especificos de tejido que permitirdn la transcripcion en determinados
organos vy tejidos. En la tabla 2 se muestran diferentes tipos de promotores usados en la

transformacion genética de plantas. Los promotores pueden ser modificados con el fin de
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aumentar la expresion de los genes que regulan: pueden truncarse, adicionarseles un

intrén o unirseles secuencias de otros promotores

Tabla 2. Promotores usados en la transformacidn genética de plantas (Diaz et al., 2006).

Promotores

Constitutivos Nos (nopalina sintetasa de Agrobaterium)
35S (virus del mosaico de la coliflor)
Ubi (ubiquinina de maiz)
Act 1 (actina de arroz)

Especificos de tejido Ta 29 (tapete de antera de tabaco)
Faseolina (cotiledones de frijol)
TobRB7 (raiz de tabaco)
Patatina (tubérculo de papa)
Glutenina (endospermo de trigo)

Inducibles Subunidad pequeiia de rubisco inducible por luz
Alcohol deshidrogenasa 1 inducible por anaerobiosis
Proteina de shock térmico inducible por calor

3.4.1 Genes Informadores o reporteros

Desde los primeros afios de transformacién de plantas, el gen marcador uidA ha usado
ampliamente como indicador del ADN transferido dentro de las células de plantas vy
tejidos. La enzima R-glucoronidasa. (GUS) es una hidrolasa obtenida a partir de la bacteria
intestinal Escherichia coli que cataliza la hidrolisis de una gran variedad de 3-glucurdnidos.
Estd codificada por un gen denominado uidA. Si bien la hidrolizacion de glucurénidos
naturales no produce productos coloridos, existen glucurénidos obtenidos artificialmente
gue cuando son hidrolizados por la enzima R-glucuronidasa liberan productos coloridos o
fluorescentes. Uno de estos sustratos es el acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B3-D-
glucurdnico (X-Gluc®). Al ser hidrolizado por la enzima produce un intermediario indoxilo
inestable, incoloro, que sufre una dimerizacién oxidativa para dar el producto final
dicloro-dibromo indigo, de color azul e insoluble en agua. Como la prueba requiere
destruccién, GUS no es un marcador de seleccién viable, pero es una alternativa de
marcador visual como los sistemas de la antocianina y luciferasa que han sido usados en la

transformaciéon de cereales. Los genes marcadores de antocianina dan como resultado la
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acumulacién de un pigmento visible bajo la luz del microscopio, pero pueden deteriorar
las células transformadas y su desarrollo. (Jefferson, 1987; O’Brien y Henry, 2000). En la
figura 4 se muestran la reaccion del sustrato cromogénico X-Gluc® (incoloro), que da como

producto final el compuesto colorido, el cual permite la visualizacién de las células

transformadas.
cl O - acido glucuroénico cl OH
Br Br
\ - = \ +  &cido glucurénicc
B -glucuronidasa
NH NH

oxidacion 4 dimerizacion

Cl
Br, // NH

N B
© cl

5-5' dibromo-4-4' dicloro-indigo (insoluble, azul)

Figura 4. Reaccion de hidrélisis del sustrato cromogénico X-Gluc® (incoloro), que da como
producto final el compuesto colorido 5-5'-dibromo-4-4’dicloro-indigo (de color azul).

En contraste, el sistema de la proteina verde fluorescente es un marcador visual mas
reciente que cada vez es mas utilizado en la transformacién en plantas. Este marcador no
destructivo, permite la identificacién de células transgénicas por microscopia de
fluorescencia. El sistema es independiente del tejido y genotipo, muestra baja toxicidad y

es autonomo de células.

La proteina verde fluorescente o GFP (green fluorescent protein) fue aislada de la medusa
Aequoria victoria. Esta proteina de 238 aminodcidos posee la propiedad de fluorescer.
Emite luz con un maximo en el verde (508 nm) cuando es excitada con luz ultravioleta
cercana o azul, gracias a un croméforo que se forma postraduccionalmente a través de la
oxidacién y formacién de una estructura ciclica a partir de los residuos 65 a 67 (Ser-Tyr-
Gly). Esta reaccion es autocatalitica por lo que, a diferencia de otras proteinas

fluorescentes, la GFP no requiere del agregado de grupos prostéticos para fluorescer; sélo
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se requieren luz UV o azul y oxigeno para visualizar su fluorescencia verde. Se han
desarrollado variantes de GFP que emiten en otros colores, como el amarillo, el azul o el
rojo, lo cual permite la deteccion simultdnea de varios genes indicadores. Ademads de
permitir el estudio de promotores, la proteina GFP es utilizada para estudiar localizacién
subcelular de proteinas mediante fusiones génicas. Reportes recientes sobre la GFP
indican que su uso en transformacion genética de cereales es considerablemente

promisorio (Davis y Vierstra, 1998).

3.4.2 Seleccidon con herbicidas.

El crecimiento preferencial de células transformadas sobre las células no transformadas in
vitro recibe el término de seleccion, y es un componente clave en los sistemas de
ingenieria genética. En el proceso de obtencidon de plantas transgénicas, los genes
marcadores seleccionables, generalmente de origen bacteriano, sirven para poner a punto
un protocolo de transformacién o como acompafiantes de genes de interés que se desean

introducir.

La mayoria de las estrategias para la seleccién de células transformadas estan basadas en
la inhibicion del crecimiento de células no transformadas o de tipo silvestre sin afectar
significativamente a las que si estan transformadas; es decir, se hace uso de un sistema de
seleccion positiva, de ahi que la elecciéon de un correcto gen de seleccién sea critico para
un sistema eficiente de transformacion genética (Klein y Fitzpatrick-McElligott, 1993;

Vasil,1994)

Actualmente la transformacién de muchos cereales y otras plantas se ha hecho usando
genes marcadores, que son tipicamente genes de resistencia que confieren tolerancia a
sustancias toxicas como antibidticos o herbicidas. Es necesario tener en cuenta que
algunas especies pueden poseer una resistencia natural a los agentes selectivos antes

mencionados, por lo que es importante evaluar este aspecto cuando se elige el gen de
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seleccion a utilizar, asi como el agente selectivo y las concentraciones del mismo. (O’Brien

y Henry,2000).

Los genes que confieren resistencia a compuestos herbicidas proveen una alternativa a la
seleccidon con antibidticos. Los genes de resistencia a herbicidas generalmente codifican
para modificar proteinas insensibilizdndolas al herbicida o para una enzima que degrada o

desintoxica el herbicida en la planta.

El Glufosinato (también conocido como fosfinotricin), es el ingrediente activo de Liberty®
tiene una estructura quimica similar a la glutamina y actia como inhibidor competitivo
reversible de la glutamina sintetasa. Esta enzima juega un papel fundamental en la
asimilacion del amonio y en la regulacion del metabolismo del nitréogeno en las plantas y
es la Unica enzima en plantas que puede desintoxicar el amonio liberado por la reduccién
del nitrato, la degradaciéon de aminoacidos y la fotorrespiracién inhibe la actividad
enzimdtica de la glutamina sintetasa lo que conduce a una toxicidad por la acumulacién de
amonio en la planta. Se han identificado dos genes homélogos que, al expresarse en
plantas, confieren tolerancia al glufosinato. Ambos genes fueron aislados de
Streptomyces, el gen bar de S hygroscopicus. Ambos genes codifican para la enzima
fosfinotricin acetiltransferasa (PAT), que inactiva al glufosinato mediante acetilacién. El
gen bar mostrd tolerancia al glufosinato en tabaco, jitomate y papa (O’Brien y Henry,

2000).

Aunque el uso de genes resistentes a herbicidas para seleccién de plantas transgénicas en
cultivo es efectivo y atractivo desde el punto de vista practico, existen opiniones acerca de
la posible transferencia de residuos de resistencia de cultivos transgénicos a cultivos no
transgénicos sexualmente compatibles. Esto motiva al desarrollo de tecnologia alternativa

de seleccidn.
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3.4.3 Seleccidn con el antibidtico Higromicina

La Higromicina B fue originalmente desarrollada en los afios 50 del siglo XX para su uso
veterinario, y actualmente se afiade al alimento de pollo como antihelmintico o agente
antiparasitario. La bacteria productora, Streptomyces hygroscopicus, fue aislada en 1953 a
partir de una muestra de suelo. A principios de los afios 80 del siglo XX se identificaron

diversos genes de resistencia a este antibidtico.

La higromicina esta constituida por moléculas hidrofilicas formadas por 2 o mas azlcares,
unidos a un nucleo hexosa, que suele estar en posiciéon central, mediante enlaces
glucosidicos. A través de la difusidon, atraviesan la membrana celular, posteriormente y a
través de un mecanismo activo oxigeno dependiente, penetran la membrana interna
citoplasmatica y provocan en ésta, alteraciones de su funcionalidad, se unen finalmente a
polisomas e inhiben la sintesis de proteinas. Su sitio intracelular de accién es la subunidad
ribosédmica 30s, que provoca error de lectura del RNAmensajero con produccién de una
proteina andmala, también induce fuga de sodio, potasio y otros componentes esenciales
que producen la muerte celular (Barranco, 1998).En la tabla 3 se muestran algunos de los

genes de seleccion mas usados en la transformacion genética.
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Tabla 3. Sistemas de seleccion aplicados para la transformacidn estable
de cereales (O’Brien y Henry, 2000).

Modo de Genes marcadores Origen del gen Agente de
seleccion seleccion/sustrato
neo, npt Il Escherichia coli Kanamicina
(neomicina fosfotransferasa) genemicina,
o G418 paromomicina
:§ hpt, hph.,a?ph-IV Escherichia coli Higromicina
‘3 (higromicina fosfotransferasa)
£ Mutante dhfr Raton Metotrexata
< (dihidrofolata reductasa)
aad A Streptomicina Streptomicina
(resistencia a espectinomicina)
bar, pat Steptomyces Glufosinato bilaphos,
(fosfinotricina hygroscopicus, herbicida Basta
acetiltransferasa) Streptomyces
viridochromogenes
s epsps/gox Agrobaterium spp. Glifosato
] (enolphiruvilshikimata fosfato  cepa CP4
g sintetasa/ glifosata
T oxidoreductasa)
als Zea mays Sulfunilureas
(acetolactato sintetasa)
cah Myrothecium verrucaria Cianamida
(cianamida hidratasa)
manA Manosa
(fosfomanosa isomerasa)
g xylA Thermoanaerobacterium Xilosa
:‘; ( xilosa isomerasa) thermosulfurogenes
g lysC, AK Escherichia coli Lisina-treonina

(lisina-treonina
aspartoquinasa)

3.5 Métodos de transformacion genética en plantas

La manipulacién o transformacién genética de plantas se refiere a la alteracidn racional
del genoma de las células vegetales a partir de las que se obtiene una planta completa. La
introduccidn e integracién estable de un gen extrafio en el genoma de la planta le confiere
una nueva caracteristica de interés como es la mejorara de la calidad de frutos, tolerancia

a enfermedades, plagas y condiciones ambientales adversas (Herrera et al., 1997).
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La transformacion genética puede lograrse mediante diversas técnicas que hacen uso de
la capacidad de manipular el genoma a través de metodologias de ADN recombinante. En
general, las estrategias de transformacién genética de plantas se han agrupado en dos: Ia
transformacién mediada por vectores vivos y la transferencia directa de genes (Herrera et

al., 1997).

En la transferencia directa, el ADN exdgeno se introduce a la célula vegetal mediante
diferentes métodos, tales como el bombardeo de tejidos o células con microparticulas
cubiertas de ADN (biobalistica), la permeacion de membranas celulares al ADN inducida
por corrientes eléctricas (electroporacién), tratamientos quimicos (polietilenglicol),

abrasion con fibras de silicio, microinyeccién o laser (Herrera et al., 1997).

Estos métodos, especialmente la electroporacion y la transformacién mediada por PEG
han demostrado ser Uutiles para introducir ADN con éxito en protoplastos (células
vegetales sin pared). Desafortunadamente la regeneracién de plantas completas a partir
de protoplastos es dificil en algunas especies y frecuentemente es dependiente del
genotipo. De las técnicas directas, la mas utilizada actualmente para cultivos de células y
tejidos es el bombardeo con microparticulas (biobalistica). Este método permite la
penetracién de la pared celular y ha demostrado ser eficiente para muchas especies
vegetales. Mediante técnicas de cultivo in vitro las células transformadas se desarrollan

para finalmente dar origen a un planta completa (Herrera et al., 1997).
Para que la transformacion genética de plantas cumpla con los objetivos para los cuales ha
sido desarrollada, es decir, para que sea efectiva como herramienta en los programas de

mejoramiento de cultivos, deben tenerse en cuenta las siguientes consideraciones:

= Se debe desarrollar un sistema de regeneracién de plantas completas a partir del

explante que va a ser transformado en el laboratorio.
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= Debe haber disponibilidad del gen que solucione efectivamente el problema y se
debe construir un vector adecuado que contenga todos los genes y secuencias
reguladoras requeridas.

= Se debe desarrollar o adaptar un sistema eficiente de transformacion y seleccidn
de transformantes in vivo

= Se requiere la verificacion (comprobacion) de la integracion estable del gen
introducido (transgen) mediante técnicas de biologia molecular.

= Deben seguirse rigurosa y cuidadosamente las normas y regulaciones de
bioseguridad que aseguren que el producto obtenido no es una amenaza para la
salud humana o animal ni representan riesgo ambiental alguno.

= Deben considerarse las normas y regulaciones de proteccién a la propiedad
intelectual.

= Debe establecerse un sistema adecuado de enlace con el usuario para la utilizacion

del producto obtenido (Herrera et al., 1997).

3.5.1 El sistema de Agrobacterium spp.

Muchas de las plantas transgénicas que se han logrado obtener hasta ahora, provienen
del uso de diversos métodos de transformaciéon genética. Entre ellos se tiene un método
biolégico y natural, basado en el empleo de una bacteria que vive en el suelo llamada
Agrobacterium tumefaciens. Debido a que inicialmente se pensdé que el sistema basado en
Agrobacterium sélo se podia aplicar a un numero limitado de especies vegetales (ahora se
sabe que puede no solo transformar todas las especies vegetales sino también otros
organismos como hongos), la supuesta incapacidad de Agrobacterium para infectar
plantas monocotileddneas, limitd por mucho tiempo la transformacién de cultivos tan

importantes como arroz, trigo y maiz (Bolivar, 2004).

Chilton (1977) demostrd la presencia de un pequefio fragmento de ADN de la bacteria

Agrobacterium. tumefaciens cuando aislaron tumores axénicos de la agalla de la corona
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en tabaco. Con estos experimentos se demostrd la capacidad de esta bacteria de
transferir ADN entre reinos diferentes. A. tumefaciens y A. rhizogenes, son bacterias que
viven en la mayoria de los suelos y que infectan a un gran numero de especies vegetales.
Tales bacterias son los agentes causales de las enfermedades denominadas “agalla de la
corona” (A. tumefaciens) y “raiz pilosa” (A. rhizogenes), que se caracterizan,
respectivamente, por la formacion de un tumor o por el crecimiento anormal de raices

alrededor de zonas heridas.

Agrobacterium tumefaciens y especies relacionadas como A. rhizogenes y A. vitis son
patégenos reconocidos de plantas y tienen la capacidad de integrar establemente parte
de su material genético dentro del genoma de su hospedero. Desde el afio 1970 hasta
nuestros dias se ha venido estudiando en detalle el mecanismo por el cual A. tumefaciens
induce la formacién de tumores en plantas y el conocimiento adquirido ha sido
fundamental para su uso como herramienta en la ingenieria genética de plantas.
Asimismo, esta interaccién ha dado pie a formular modelos de sefalizacién celular,
transporte célula a célula, importacion nuclear de proteinas y ADN y mecanismos de

integracion gendmica (Valderrama et al., 2005).

Tzfira y Citovsky (2006) describen siete eventos fundamentales para la interaccién A.
tumefaciens-planta: (I) reconocimiento y adherencia; (ll) identificacion de sefales de la
planta; (lll) activacion de genes vir; (IV) generacién del ADN-T; (V) exportacidon del ADN-T
hacia la planta; (VI) importacién del ADN-T dentro del nucleo de la planta; (VII) integracién

del ADN-T dentro del genoma del hospedero.

El mecanismo de infeccién de Agrobacterium spp., inicia con la penetracion de las
bacterias a las plantas a través de heridas, se caracteriza porque el microorganismo
inserta un segmento de su ADN, denominado ADN-T (ADN de transferencia), en el genoma
de las células infectadas, dicho ADN-T— contenido en plasmidos llamados Ti (inductor de

tumores) en A. tumefaciens, y Ri (inductor de raices) en A. rhizogenes— contiene genes
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responsables de la sintesis de reguladores del crecimiento vegetal, causantes del
crecimiento anormal tipico de las enfermedades causadas por estas bacterias, y genes
para la sintesis de productos inusuales nitrocarbonados denominados opinas, que el
microorganismo utiliza como alimento para su desarrollo y reproduccion. En el
mecanismo infectivo descrito, sobresale que los genes de origen bacteriano contenidos en
el ADN-T, no sdlo son capaces de integrarse en el genoma vegetal, sino que una vez
integrados, son procesados eficientemente por la planta para producir proteinas

funcionales. (Bolivar,2004).

La maquinaria molecular necesaria para la produccién de ADN-T y su transportacién
dentro de la célula hospedera comprende proteinas que son codificadas por un grupo de
genes bacterianos (chv) y genes de virulencia del plasmido-Ti. Adicionalmente se han
reportado varias proteinas hospederas que participan en el proceso de transformacién
mediado por Agrobacterium, principalmente durante las etapas posteriores del proceso
(transporte intracelular de ADN-T, importacién e integracién nuclear), ya que
Agrobacterium adopta los procesos celulares existentes (transporte de proteinas y ADN y

reparacion de ADN) para transformar a su hospedero (Tzfira y Citovsky, 2006).

La insercidn de nuevos genes y sus elementos reguladores en el ADN-T ha permitido la
transformacién genética de plantas susceptibles con genes de importancia agrondmica.
Esto a su vez ha servido para el estudio de la funcién y expresion de genes, y para el
desarrollo de plantas con nuevas caracteristicas (Gelvin, 2003). El principio de
transferencia de ADN con A. tumefaciens y A. rhizogenes ha sido util para la
transformacion de especies de plantas dicotileddneas; sin embargo, deben establecerse
ciertas condiciones experimentales para que el sistema de transformacién funcione bien
en distintas especies vegetales. Las monocotileddneas generalmente no son susceptibles a
A. tumefaciens; aunque se ha logrado la transferencia de genes a especies de importancia

econdmica como el arroz (Cheng et al., 1998), el platano (May et al., 1995), el maiz (Ishida

Péagina | 31



et al., 1996), el trigo (Cheng et al., 1997) y la cafia de azucar (Arencibia et al., 1998) entre

otras. (Citado por Valderrama et al., 2005)

3.5.2 Bombardeo de microparticulas

A partir del disefio de aceleradores de particulas en 1987, surgieron numerosas técnicas
de investigacién entre las que se encuentra la biobalistica. Dicha técnica representa un
método fisico de transformacion y consiste en el bombardeo de tejidos con
microparticulas cubiertas con ADN o con cualquier otra biomolécula que se pretenda
introducir a células vegetales. Se utilizan microproyectiles de oro o tungsteno
(quimicamente inertes), cuyos tamafios van desde 1 a 4 um, que al ser disparados a
grandes velocidades pueden atravesar pared y membranas de la célula vegetal
bombardeada sin causarle dafios letales (Klein et al., 1987). Para acelerar los
microproyectiles —y que adquieran un momentum (masa x velocidad) suficiente para
penetrar a las células blanco— son impulsados a grandes velocidades mediante un choque
de gas, que puede derivarse de una explosién quimica, explosion eléctrica de un gota de
agua, o por la descarga de un gas inerte. Las células o tejidos que constituyen el blanco de
los proyectiles se disponen de tal forma que presenten la maxima superficie expuesta para

el bombardeo, en un area de cerca de 5 cm (Herrera et al., 1997).

Puesto que para el bombardeo es posible utilizar cualquier tipo de explante vegetal, desde
células y protoplastos, hasta plantulas completas, pasando por tejidos organizados como
embriones y meristemos, en ocasiones se puede incluso prescindir de los métodos de
regeneracion in vitro necesarios para recuperar plantas a partir de células o de segmentos
de tejidos indiferenciados. Este método termind con las dificultades para transformar
cereales como el maiz y arroz, y también se ha empleado exitosamente en especies
vegetales de gran importancia alimenticia a escala mundial como maiz (Gordon-Kamm et
al.,1990), centeno (Vasil et al.,1992),cebada(Wan y Lemaux, 1994), trigo(Castillo, et
al.,1990) y avena (Sommers et al.,1992)(Citado por O’Brien y Henry, 2000)
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Existen varios factores que afectan la transformacién por bombardeo de microparticulas:

1) Naturaleza de las wicroparticulas. Se han utilizado microparticulas de tungsteno y de
oro. El tungsteno es un material de bajo costo y disponible en un gran variedad de
tamafios. Sin embargo algunos autores creen que es toxico para algunos tipos de células
ademas de sufrir oxidacion en la superficie lo cual puede afectar al ADN que se le adhiere
causando su degradacién. El oro es un material biolégicamente inerte, no es tdxico para
las células vegetales y no cataliza la degradacidn del ADN que se le adhiere, sin embargo

es un material de alto costo (Klein et al., 1988).

Finalmente se debe considerar la concentracién de las microparticulas. Una concentracion
muy baja no lograra cubrir el area deseada mientras que un alta concentracidon puede
resultar en la aglomeracion de particulas que puedan causar un gran dafo a las células

blanco (Soutgate et al. ,1995).

2) Adherencia de ADPN a las wicroparticulas, La adherencia eficiente del ADN a las
microparticulas es esencial para el buen transporte del mismo. El método de Klein et al.,
(1988) involucra la adicion del plasmido disuelto en un buffer a una suspension estéril de
microparticulas de tungsteno, seguido por la adicion de cloruro de calcio 2.5 M vy
espermidina 0.1M. La suspension se sonica para evitar la formacién de agregados. Altas
concentraciones de ADN producen la aglutinacion de las microparticulas, lo cual reduce la

frecuencia de transformacion.

3) Transporte de las wicroparticulas al tgji,o{o. Existen varios factores principales que
afectan la velocidad y por lo tanto la penetracidon de las microparticulas en los tejidos.
Estos factores incluyen el vacio aplicado, poder de aceleracién y distancia entre el soporte
de las microparticulas y el tejido. El intervalo de vacio para obtener buenos resultados se
sugiere que sea de 10-280 mmHg segun estudios realizados (Klein et al., 1988).Asi

también, la distancia de las microparticulas al tejido blanco afecta la velocidad de las
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mismas y su distribucion en el tejido. Mientras mas grande sea la distancia entre las
microparticulas y el tejido blanco, mayor tendrda que ser la fuerza requerida para

impulsarlas a fin de conseguir una transformacion eficiente.

4) ncorporacibn del APN tntroducido en el genoma del huésped: La expresion del gen
depende de varios factores que incluyen la incorporacién del ADN externo al genoma del
huésped. En la transformaciéon por bombardeo de microparticulas, los niveles de
expresion transitoria del gen son mucho mayores a los de la expresion permanente.
Siempre que se utilice esta técnica de transformacion se debera estar consciente de que
puede conducir a la inicial expresion de la proteina de interés pero el gen externo se

perderd en la siguiente replicacion del ADN gendmico durante la division.

Esta técnica tiene manifiestas limitaciones. Algunas especies oponen una resistencia
natural a la penetracion de las particulas, dada por cuticulas endurecidas, paredes
celulares lignificadas o superficies vellosas. Sin embargo, la principal limitacion del método
continua siendo la baja relacién entre el total de células sometidas al bombardeo y el

numero de células que logran incorporar el ADN exdgeno (Diaz et al., 2006).

3.5.3 Transformacidn genética de Taxus spp.

Actualmente los trabajos de transformacién genética para este género se han enfocado en
las especies europeas y asiaticas incluyendo principalmente la técnica de Agrobacterium.
La utilizacién de Agrobacterium ha tenido un éxito limitado en el género debido a que los
cultivos celulares contienen multiples tipos de células en diferentes estados de desarrollo.
AUn asi un estudio reciente ha demostrado la transformacion eficiente y estable de T.
chinensis y T. cuspidata con Agrobaterium EHA105 (Vongpaseuth y Roberts, 2007b).
Existen muy pocos reportes sobre el empleo de biobalistica en Taxus. Esta técnica ha sido
usada para expresar construcciones con genes reporteros en células en suspension, sin

embargo, se ha encontrado que la optimizacion de estos modelos es altamente
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dependiente de la linea celular, por lo que la estandarizacion en Taxus globosa es

indispensable para su aprovechamiento. En la tabla 4 se muestran algunos de los

principales trabajos de transformacion genética reportados para el género Taxus spp.

Tabla 4.Transformacion genética de Taxus spp.

Especies Resultados Referencias
T.baccata Transformaciéon genética de Taxus, crecimiento del Han etal.,1994
T.brevifolia cultivo en medio libre de reguladores de crecimiento.

Andlisis por Southern blot confirma la transformacion.
T.brevifolia Expresion transitoria de GUS en embriones cigéticos Luan et al.,1996.
transformados con pBI121 y tratados con dimetil Citado por Han
sulfoxido et al., 1999
T.cuspidata Células en suspension fueron transformadas con Kim et al.,2000

Agrobacterium tumefaciens con el vector pCambia 1302.
La eficiencia de la transfeccion se detecté con un
medidor fluorometrico. La eficiencia de la transfeccidon
fue incrementada con DMSO al 30% vy sonificacidn
durante 30 sec. La seleccion y mantenimiento de las
células se continud por 3 meses. La insercién del gen
mgfp fue detectada por PCR y la expresién de GFP se
confirmo por western blot.

T. chinensis
T.cuspidata

Se transformaron lineas celulares de T. cuspidata con
Agrobaterium rhizogenes cepa 15834 que contenia el
vector pCambia 1301 y con A, tumefaciens linea EHA105
conteniendo el vector binario pCambia 1305.2.Una linea
de T. chinensis se transformd con A. rhizogenes cepa
25818 que contenia el vector binario pCambia 1301. Un
andlisis de Southern de ambas lineas confirma Ia
integracién del DNA-T con los genes gusA. Las dos lineas
transgénicas de T. cuspidata se mantuvieron por mas de
20 meses y las de T. chinensis por mas de 9 meses. La
introduccion de genes no mostré efecto en el
crecimiento y la produccidn de taxol

Ketchum et al.,,
2007

T. cuspidata
T.canadensis

Se establecieron las condiciones 6ptimas para
transformar lineas celulares de T. cuspidata y T.
canadensis mediante biobalistica, utilizando una camara
de alta presidn; resultado una eficiente expresidon
transitoria del gen de la luciferasa bajo el control del
promotor constitutivo CaMV35S, un mayor nimero de
disparos y el tamano de las balas incrementaron esta
expresion. Con esta técnica de transformacion se
muestra la expresion transitoria de los genes reporteros
DsRed y PB-glucoronidasa bajo el control de los
promotores de ubiquitina de maiz y CaMV 35S
respectivamente.

Vongpaseuth et
al., 2007(b)
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IV. JUSTIFICACION

El producto natural paclitaxol, presente en varias especies del género Taxus, ha surgido
como un farmaco importante en el tratamiento de diversas tipos de cancer (ovario,
pulmén y mamario). El aprovechamiento de este potente antineopldsico estd limitado a
nivel mundial por los bajos rendimientos y los altos costos de extraccién y produccién. En
México esta presente la especie Taxus globosa, la cual presenta una mayor cantidad de
paclitaxol que el resto de las especies. A pesar de que existen diversos métodos para la
obtencién de este metabolito ninguno de ellos es econdmicamente rentable. El cultivo de
tejidos y las herramientas de ingenieria genética parecen ser una prometedora alternativa
para incrementar el rendimiento de este importante farmaco. Sin embargo, se ha
encontrado que la optimizacién de los parametros de transformacién es altamente
dependiente de la especie y la linea celular, por lo que resulta indispensable el
establecimiento de cultivos celulares y protocolos de transformacion genética que

permitan el éptimo aprovechamiento y explotacién de este recurso mexicano.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

2l Transformar genéticamente cultivos celulares de Taxus globosa utilizando dos métodos.

5.2 Objetivos especificos

4l Seleccionar el medio de cultivo que permita un éptimo crecimiento de células de Taxus

globosa en medio sélido y en medio liquido.

4l Determinar la L-50 de Glufosinato de amonio e higromicina de los cultivos in vitro de

Taxus globosa.

2l Transformar por biobalistica con el plasmido pCambia 3301 y 1302; células de Taxus

globosa en medio liquido.

4l Transformar por infeccidon con Agrobacterium tumefasciens células en suspensién de

Taxus globosa.
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V1. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ruta Critica

Los experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica bajo la asesoria de la M en C.

Maria Teresa de Jesus Olivera Flores.
Para el cumplimiento de los objetivos se siguid la siguiente ruta critica

Seleccion de explantes de Taxus globosa

Establecimiento del método de desinfeccion

Establecimiento del medio de cultivo parainduccion
y mantenimiento de los cultivos celulares

Determinacion de curvas de crecimiento de los cultivos
celulares

Determinacion de la dosis letal 50% de Glufosinato de
Amonio e Higromicina

Transformacion genética

I Biobalistica | I Agrobacterium
Plasmido pCambia 3301 | | Plasmido pCambia 1302 | Agrobacterium tumefaciens
Cepa pGv2260-C58
Pruebade Observacionesen
Expresion microscopio de T ]
transitoria fluorescencia I Plasmido pEarleyGate103 |

| Seleccion de callos transformados |

| Seleccion de callos transformados |

| Observaciones en microscopio de fluorescencia l

| Western-Blot |

Figura 5. Ruta critica para obtener células transformadas genéticamente de Taxus globosa
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6.2 Material Bioldgico.

Se utilizaron aciculas y tallos provenientes de estacas propagadas en el Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP) asi como también ramas que

provenian del Parque Ecoldgico el Chico, Hidalgo.

Las estacas utilizadas durante el presente trabajo fueron seleccionadas con base en el
vigor y apariencia fisica sana, usando solamente aquellas que no presentaran algun dafo
fisico (mordeduras de insecto, marchitamiento, etc.) con el fin de garantizar el

establecimiento aséptico del cultivo.

6.2.1 Método de desinfeccion

Se probaron diferentes métodos de desinfeccion para los explantes en los cuales se varid
la concentracién y tiempo de exposicién de los agroquimicos. En la tabla 5 se muestran los
cinco diferentes tratamientos utilizados para lograr la desinfeccion de los explantes de

Taxus globosa

Tabla 5. Métodos de desinfeccidn para los explantes de T.globosa

Tratamiento 1 2 3 4 5
Origen del material El Chico, INIFAP INIFAP INIFAP El Chico,
Hidalgo Hidalgo
Solucién jabonosa 5 min 15 min
Vanish™ 1gl™, 15 min 4 g1, 30 min
Hipoclorito de sodio 15% /3 mlI* /5 mlI* 30% /3 mllt /5 mllt
/ Tritén X-100 / 15 min 30 min
microdyn®
Agri-mycin 500® 2g1%, 15 min | 4l 15 min 4 g, 30 min
Captan® 2g1% 15min | 4gl™, 15 min 4 g1, 45 min
Benomilo® 4 g, 30 min
Enjuague 3 a5veces
Antibiético Cefotaxime, 300 mg-l'1

*El modo de accidon de cada uno de los agentes quimicos y agroquimicos utilizados se
especifica en el anexo
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Por ultimo, para todos los casos, los explantes fueron cortados en segmentos de
aproximadamente 1 cm, eliminando el margen en las aciculas y haciendo pequefas
heridas en la superficie con el bisturi para inmediatamente ser sembrados en medio Tax-2

manteniendose en oscuridad a una temperatura de 25 £ 2 °C.

6.3 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo se prepararon a partir de soluciones concentradas 100 X (Anexo).
Las sales minerales utilizadas fueron de los medios: Tax-2 y SH (Tabla 6). A todos los
medios se les adiciond 3 % de sacarosa, reguladores de crecimiento, vitaminas vy
aminodacidos, el pH se ajusto a 5.7 en el caso del medio Tax-2 y en el del medio SH a 5.6,
con NaOH 1 N o HCI 1 N segun fuera necesario. El medio Tax-2 se solidificd con 0.3 % de
Gellan-GUM. Los medios se esterilizaron en autoclave vertical a una temperatura de 121°C

y a una presioén de 1.3 Kg/cm?(17 p.s.i) durante 18 minutos.

En algunos casos los medios de cultivo se adicionaron con antibiéticos o alguno de los
agentes de seleccion (glufosinato de amonio o higromicina), previamente filtrados en
filtros estériles de nitrocelulosa de 0.22 pm. Los cuales se agregaron a los medios
nutritivos después de haber sido esterilizados y enfriados a una temperatura aproximada
de 30°C dentro de una campana de flujo laminar, manteniéndolo en agitacion para

posteriormente repartirlo en frascos o cajas.
6.3.1 Seleccion de medios de cultivo
Se probaron diferentes medios de cultivo, el primero y al que le denomino Tax-1 fue

proporcionado por el Dr. Héctor Barrios del Instituto de Quimica (tabla 6) para callo y el

medio SH para células en suspensidn, los cuales son diferentes.
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Por otro lado, la Dra. Susana Azpiroz del INIFAP también proporcioné un medio de cultivo,

el cudl es el mismo para callo y células en suspensién, pero muy diferente al Tax-1. Se

compararon los medios y se decidid que se probarian solamente el medio Tax-1 y SH tanto

en callos como en células en suspensidn y a estos mismos se le hicieron nuevas

modificaciones para tratar de mejorarlos. Para ello se adicionaron otros compuestos,

como las vitaminas Kao y Nitsch; los reguladores de crecimiento picloram y cinetina asi

como el antioxidante polivinilpirrolidona.A a este medio modificado se le llamo Tax-2.

Tabla 6. Medios de cultivo utilizados en la induccidon y proliferacién de callos de Taxus globosa

MEDIOS DE INSTITUTO DE QUIMICA INIFAP
CULTIVO CULTIVO DE Ketchum et al. Ketchum et al.
CELULAS EN (1996) (1996)
SUSPENSION Modificado
SH Tax-2 Tax-1
Sales SH B5 B5 MS
inorganicas
Vitaminas SH KAO y Nitsch KAO MS
Reguladores de ANA 1.0 mg-I* Picloram 1.0 mg:I* ANA 2,4-D
crecimiento 2,4-D 0.5 mg:I™ Kinetinal.8 mg-I™ 0.3755 mg:I* 1.0 mg-I™
BAP 0.05 mg:|™ BAP 0.15 mg:|™
Antioxidantes PVP 10 g-I" PVP1gl*! Ac. ascérbico 46.5 PVP1glt
mg-I™*
Ac. citrico
55.8 mg:I™
PVP 360 mg:I*
Otros --- Ac. aspartico 127.5 Glutamina
compuestos mg:I™ 39.6 mg:l™!
Arginina 175 mg-I™*
Glicina 72 mg:I™
Prolina 112.5 mg-I™
Sacarosa 15 g1* 30g1? 30g1? 30 g™
pH 5.6 5.7 5.5 5.8
Gellan 2.5gl" 2.5gl" 2.5gl" 2.5gl!
Cultivo Células Callo Callo/células Callo/células
recomendado
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6.4 Determinacion de las curvas de crecimiento de los callos y células en suspension de

Taxus globosa.

Se colocd un gramo de callo en frascos que contenian 15 ml de medio Tax-2 sélido,
realizaron tres repeticiones. Los frascos se incubaron en oscuridad a una temperatura de
25 + 2°C. Cada tercer dia se pesaron los callos y se registraron los datos para

posteriormente ser graficados.

Para el caso de las células en suspensidén se colocé un gramo de callo en matraces
Erlenmeyer de 50 ml con 15 ml de medio SH, se realizaron cinco repeticiones, los
matraces se incubaron en oscuridad a una temperatura de 25 + 2°C. Para obtener el valor
de peso fresco se pesaron tubos eppendorf de 1.5 ml, después se tomé una muestra de 1
ml de la suspensién cada tercer dia, el cual se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min, el
sobrenadante se decantd y se pesé la pastilla, posteriormente por diferencia entre el peso

de la pastilla y el peso del tubo se obtuvo la ganancia en peso fresco.

6.5 Determinacion de la concentracion del Glufosinato de Amonio e Higromicina

En la campana de flujo laminar, se transfirié un gramo de callo a frascos conteniendo 15
ml de medio Tax-2 sélido y glufosinato de amonio (0, 20, 35 y 50 mg.I™) (Sigma-Aldrich). El
glufosinato de amonio se incorpord al medio sélido estéril una vez que éste alcanzé una
temperatura de aproximadamente 35°C y luego se repartido en frascos. Los frascos se
incubaron en oscuridad a una temperatura de 25 + 2°C. Se realizaron cinco repeticiones
para cada una de las concentraciones y se obtuvo el peso final de los callos después de
tres semanas, posteriormente por diferencia entre el peso inicial y final se obtuvo la

ganancia en peso fresco

En el caso de las células en suspensidn, se colocé un gramo de callo en matraces

Erlenmeyer de 50 ml con 15 ml de medio SH conteniendo glufosinato de amonio (0, 5, 10,
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15 y 20 y 25 mg.I"!) o higromicina (0, 2.5, 4.0 y 5.5 mg.I""). Los frascos se incubaron en
oscuridad a una temperatura de 25 = 2°C. Se realizaron cinco repeticiones para cada
concentracion. Para obtener el valor de peso fresco se pesaron tubos eppendorf de 1.5
ml, después se tomdé 1 ml de la suspensidn, la cual se centrifugd a 13000 rpm durante 10
min, el sobrenadante se decantd y se peso la pastilla, posteriormente por diferencia entre

el peso de la pastilla y el peso del tubo se obtuvo la ganancia en peso fresco.

6.6 Transformacion genética por biobalistica

Para la transformacion se utilizé el plasmido pCambia 3301 que contiene al gen uidA con
el promotor constitutivo CAMV 35S del virus del mosaico de la coliflor con el gen de
seleccion bar que codifica para la enzima fosfinotricina acetiltransferasa de resistencia al

glufosinato de amonio®(Anexo)

Se utilizaron cajas Petri desechables (60 x 15 mm) a las cuales se les adicionaron 15 ml de

medio Tax-2 aumentando la concentracién de Gellana 3 g.I"

Un dia antes de llevarse acabo la transformacion genética, se sembré en el centro de cada

una de las cajas aproximadamente 1 cm? de callo que fue inducido tres meses antes.

La preparacion de las particulas de tungsteno para el bombardeo se realizd segun

Guerreo-Andrade (1998) (Anexo)
6.7 Preparacion de balas con ADN para la transformacion genética por Biobalistica.
En un tubo eppendorf se depositaron 50 pl de particulas (M5 y M10) las cuales se

mantuvieron en agitacién constante. Posteriormente vertieron en la pared del tubo 5 l

de ADN (1pg/ul); constituido por el plasmido 3301 o 1302 segun fuera el caso.
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Se colocaron 50 pl de cloruro de calcio (CaCly) 2.5 M en la pared del tubo al lado del ADN
sin permitir que se mezclaran. Inmediatamente después se colocaron 20 ul de
espermidina (0.1 M) y se mezcld con las soluciones anteriores, después la mezcla se agito
en un vortex por 5 segundos. Por ultimo se centrifugd por 5 segundos y se desecharon
100ul del sobrenadante. Los 25 ul restantes se resuspendieron, y se tomaron 5 pl para

cada disparo.

6.8. Bombardeo de callos y explantes de Taxus globosa con pistola de baja presion.

El primer ensayo de transformacion por biobalistica se realizé tomando como referencia el
protocolo de co-bombardeo para callos embriogénicos de maiz establecido por Jiménez
(2006). En este ensayo se variaron algunas condiciones como se describe en las tablas 7 y
8. El bombardeo se llevo a cabo con una presion de helio de 120 psi y un vacio de 20-22

mm de Hg.

Una vez efectuado llevé a cabo el bombardeo, las cajas se incubaron en la oscuridad a 25
1 2°C, a los dos dias se tomaron dos cajas de cada tratamiento incluyendo los controles y
se realizd la prueba de expresion transitoria. El resto de los explantes bombardeados se
colocaron en matraces Erlenmeyer de 50 ml con 15 ml de medio SH liquido que contenian
10 mg I de Glufosinato de amonio como agente de seleccidn. Los matraces de
mantuvieron en agitaciéon a 100 rpm. En la tabla 7 y 8 se muestran, respectivamente, los

diferentes tratamientos y controles utilizados en el primer ensayo de bombardeo.

Tabla 7. Tratamientos usados en el primer bombardeo de callos de Taxus globosa

DISTANCIA DEL TAMANO DE TIPO DE NUMERO DE
TRATAMIENTOS DISPARO (cm) BALA (um) EXPLANTE REPETICIONES
1 13.0 0.7 Callo de aciculas 10
2 13.0 0.7 Callo de tallo 10
3 13.0 0.4 Callo de aciculas 10
4 13.0 0.4 Callo de tallo 10
5 7.5 0.7 Aciculas 10
6 7.5 0.7 Tallos 10
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Tabla 8. Controles negativos utilizados en el primer bombardeo a callos de Taxus globosa

CONTROLES DISTANCIADEL TAMANO DE TIPO DE NUMERO DE
DISPARO (cm) BALA (um) EXPLANTE REPETICIONES
1 13.0 0.4 Callo de aciculas 5
2 7.5 0.7 Aciculas 5
3 13.0 0.4 Callo de tallo 5
4 7.5 0.7 Tallos 5

En el segundo ensayo se utilizaron sélo balas de 0.7 um a una distancia de 13 cm. Las

condiciones de presion y vacio fueron las mismas que en el primer ensayo.

De igual forma que en el primer ensayo, después del bombardeo las cajas se incubaron en
la oscuridad a 25 * 2°C, a los dos dias se tomaron dos cajas de cada tratamiento
incluyendo los controles y se realizd la prueba de expresidn transitoria. El resto de los
explantes de acicula y tallos bombardeados se colocaron en medio sdélido con 35 mg It de
glufosinato de amonio. Los callos bombardeados se colocaron en matraces Erlenmeyer de
50 ml con 15 ml de medio SH liquido que contenian 10 mg I del agente de seleccién. Los
matraces se mantuvieron en agitacion a 100 rpm. En la tabla 9 y 10 se muestran,
respectivamente, los diferentes tratamientos y controles respectivamente utilizados en el

segundo ensayo de bombardeo.

Tabla 9. Tratamientos usados en el segundo bombardeo de callos de Taxus globosa

DISTANCIA DEL TAMANO DE TIPO DE NUMERO DE
TRATAMIENTOS 1 spaRO (cm)  BALA (um) EXPLANTE REPETICIONES
1 13.0 0.7 Callo de aciculas 10
2 13.0 0.7 Callo de tallo 10
3 13.0 0.7 Aciculas 10
4 13.0 0.7 Células en 10
suspension

Tabla 10. Controles negativos utilizados en el segundo bombardeo a callos de Taxus globosa

CONTROLES DISTANCIA DEL TAMANO DE TIPO DE NUMERO DE
DISPARO (cm)  BALA (um) EXPLANTE REPETICIONES
1 13.0 0.7 Callo de aciculas 5
2 13.0 0.7 Aciculas 5
3 13.0 0.7 Callo de tallo 5
4 13.0 0.7 Celulas en 5
suspension
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En el tercer ensayo se utilizo el plasmido pCambia 1302 contiendo el gen de seleccién en
plantas hph que confiere resistencia al antibidtico higromicina y el gen reportero gfp que
codifica para la proteina verde fluorescente y el promotor constitutivo CAMV 35S del Virus

del Mosaico del Tabaco (Anexo)

Para este ensayo se bombardearon células en suspensién que fueron subcultivadas 8 dias
antes. Los cultivos se decantaron y las células se colocaron sobre circulos de papel filtro de
3 cm de didmetro en cajas petri desechables (60 x 15 mm) a las cuales se les adicionaron
15 ml de medio Tax-2 aumentando la concentracion de Gellan-GUM a 3 g I'". Para la
transformacién se utilizaron sélo balas de 0.4 um y ambas distancias, se bombardearon 20
cajas para cada tratamiento y 10 repeticiones para los controles negativos que sdlo
contenian balas, también se utilizaron cultivos que no habian sido trasformados. Las

condiciones de presion y vacio fueron iguales a las de los ensayos anteriores.

Después del bombardeo las cajas se incubaron en oscuridad a 25 *2°C, a los 5 dias se
tomaron dos cajas de cada tratamiento incluyendo los controles y se observaron en un
microscopio de florescencia Nikon Eclipse T62000-U. El resto de las células bombardeadas
se colocd en matraces erlenmeyer de 50 ml con 15 ml de medio SH liquido que contenian
2.5mg It del agente de seleccidn higromicina, los matraces se mantuvieron en agitacion a
100 rpm en oscuridad. En las tablas 11 y 12 se muestran los diferentes tratamientos y

controles respectivamente utilizados en el tercer ensayo de bombardeo.

Tabla 11. Tratamientos usados en el tercer bombardeo de callos de Taxus globosa

DISTANCIA DEL TAMANO DE TIPO DE NUMERO DE
TRATAMIENTOS DISPARO (cm) BALA (um) EXPLANTE REPETICIONES
1 7.5 0.4 Células en 20
2 13.0 0.4 suspension 20

Tabla 12. Controles negativos utilizados en el tercer bombardeo a callos de Taxus globosa

CONTROLES DISTANCIA DEL  TAMANO DE TIPO DE NUMERO DE
DISPARO (cm)  BALA (um) EXPLANTE REPETICIONES
1 7.5 0.4 Células en 5
2 13.0 0.4 suspension 5
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6.9. Prueba de expresion transitoria de gus

A las 48 horas post-bombardeo se realizé la prueba de expresién transitoria en los callos
de Taxus para observar de manera temprana la presencia del gen reportero UidA, en las
células vegetales utilizando el protocolo reportado por Jefferson, 1987, modificando el pH
del amortiguador de fosfatos a 8.5 para disminuir la expresion enddgena de B-
glucoronidasa en los callos de Taxus. Posteriormente fueron incubados a 37°C durante 24
horas para observar el producto de la reaccién 5-5'dibromo-4,4 dicloro-indigo (azul
insoluble). Los resultados fueron recopilados al dia siguiente y documentados para su

posterior analisis.

6.10. Western Blot.

Los callos transformados y controles fueron molidos en nitrégeno liquido hasta quedar
perfectamente pulverizados. Posteriormente se obtuvieron las proteinas solubles totales
(PST), las cuales fueron cuantificadas con un filtro de 595 nm con un indice de regresién
del r=0.99 en el programa Microplate 5.3 Bio Rad®. Las diversas muestras de PST se
corrieron en un gel de poliacrilamida al 10% a una concentracidon de 30 pug por muestra.
Uno de los geles fue teiiido con Coomasie 250 durante 30 minutos, y destefiido en agua

desionizada estéril durante 24 horas hasta que se lograrén observar bandas definidas.

El otro gel fue transferido durante 1.5 h a una membrana de PDVF. La membrana fue
tefiida con rojo de Ponceau para comprobar el éxito de transferencia, posteriormente fue
tratada con las soluciones A y B de Chemicon Restore® para remover los residuos del
colorante; terminado el proceso la membrana fue bloqueada en PBS conteniendo leche
descremada al 5% durante 1 hora, pasado el tiempo se realizaron 3 lavados con PBS
durante 10 minutos y se incubd con el primer anticuerpo anti B-glucoronidasa 1:1,000
(Invitrogen®) toda la noche a 4°C, al dia siguiente se repitieron los lavados con PBS y se

incubd con el segundo anticuerpo anti-lgG de conejo 1: 10,000 (Sigma®) durante 1 hora,

Pagina | 47



tras lo cual se repitieron nuevamente los enjuagues con PBS vy las placas fueron reveladas

con ECL (Amersham Biosciences™) y documentadas para su posterior andlisis

6.11. Transformacion con Agrobacterium tumefaciens

Se utilizé el plasmido pEarleyGate103, que contiene el gen de seleccién en plantas bar que
confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio y el gen reportero gfp que codifica
para la proteina verde fluorescente y el promotor constitutivo CAMV 35S del Virus del

Mosaico de la Coliflor (Anexo)

Una colonia de Agrobacterium tumefaciens cepa pGv2260-C58 seleccionada en placas de
medio YM que contenia 50 mg I de kanamicina fue transferida y crecida durante dos dias
a 28°Cy 250 rpm en 2 ml de medio YM liquido con kanamicina 50mg I, Posteriormente se
tomd 1 ml de este cultivo y se inocularon 50 ml de medio YM suplementado con 50 mg |™
de kanamicina. El cultivo se incubd durante toda la noche a 28°C y 250 rpm (ODggo= 0.5) y
se centrifugd a 11000 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante se deseché y la pastilla se
resuspendid en 40 ml de medio SH liquido que contenia acetosiringona (0.4 mg IY). Las
células en suspensiéon de Taxus spp y las de A. tumefaciens se mantuvieron en co-cultivo
durante 20 minutos. Posteriormente, el medio se decantd y las células se colocaron en
medio SH liquido con acetosiringona (0.4 mg.I%). Después de 2 dias los cultivos en
suspensién se subcultivaron a medio con los antibiéticos timentina 240 mg.l?,
vancomicina 50 mg.l'1 y cefotaxime 250 mg.l'1 donde se mantuvieron los cultivos durante
1 mes, posteriormente se trasfirieron a medio de seleccién con 10 mg I* de glufosinato de
amonio. Después de 2 meses en seleccidn los cultivos se observaron en el microscopio
estereoscopico Nikon Eclipse T62000-U para visualizar la expresidn de la proteina verde

fluorescente
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VIl. RESULTADOS
7.1 Desinfeccion de explantes.

En la tabla 5 de materiales y métodos se muestran todos los tratamientos utilizados en la
desinfeccion de explantes. En un primer ensayo se utilizaron aciculas y tallos de ramas
traidas directamente de la reserva ecoldgica con este tratamiento no se logré la asepsia
del tejido, por lo que se decidid utilizar estacas propagadas en el INIFAP para la obtencion
de los explantes, ademas de incrementar la concentracidn de los agroquimicos y de
Vanish®. Con este método se logré eliminar el 60% de la contaminacion. A pesar de que la
asepsia lograda en el tejido era alta, la contaminacién remanente se debia principalmente
a hongos. Por lo cual se decidié probar un nuevo fungicida de tipo sistémico (Benomil) y
aumentar el tiempo de exposicion a 30 min. De esta manera se logré disminuir el 70% de
contaminacién. Por ultimo se probd otro método de desinfeccion en el cual se
aumentaron los tiempos de exposicién y la concentracidon de cada uno de los agentes de
desinfeccion. Ademas, en este tratamiento se utilizaron dos fungicidas; uno superficial
(Captdn) y el otro sistémico. Con este tratamiento se elimind de 95 a 100% de la

contaminacion.

Sin embargo, cuando se empled este método de desinfeccidon en ramas que provenian del
Parque Ecoldgico el Chico Hidalgo, la contaminacién fue del 100% y estaba constituida
principalmente por hongos. Lo anterior indicé que el tejido proveniente del parque
ecoldgico presentaba hongos probablemente endofiticos que no fueron eliminados por
los tratamientos en el laboratorio, mientras que los riegos previos y prolongados con
fungicida a las estacas que se propagaron en el INIFAP tuvieron menor cantidad de
hongos, lo que ayudd a que el tratamiento seleccionado presentara un bajo indice de

contaminacion.
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7.2 Seleccion de Medios de Cultivo

Los medios utilizados para la induccion y propagacion de los cultivos se muestran en la
tabla 6 (materiales y métodos). La seleccidén del medio de cultivo se realizé con base en el
nivel de oxidacién que mostraban los cultivos. El medio Tax-1 mostré un nivel de
oxidacion alto al igual que el medio proporcionado por el INIFAP. Mientras tanto, la
oxidacién de los cultivos disminuyd en el medio Tax-2 —que contiene una mayor cantidad
de antioxidantes (vitaminas Kao y Nitchs)— al igual que en el medio SH para células en
suspensidn. Estos resultados se muestran en la Figura 4, en la que se comparan los

cultivos en suspension utilizando los diferentes medios.

2

;Wﬂ/ﬂmsw de

— e A

Figura 4. Células de Taxus globosa en diferentes medios de cultivo.

A) Medio INIFAP. B) Medio SH. C) Tax-1
7.3 Induccidn, proliferacién y mantenimiento de los cultivos de Taxus globosa

Después de la desinfeccion de los explantes; tallos y aciculas de T. globosa se obtuvieron
los porcentajes de formacidn de callo para ambos explantes. (Grafica 1). Se encontré que
a los 20 dias de iniciado el cultivo, el 52 % de los explantes de tallos, ya habian generado
callo mientras que para los explantes de aciculas solo el 15% lo habian hecho. En el
intervalo de 21 a 35 dias, el 40% de los explantes de aciculas formd callo, mientras que en
un 33 % de los explantes de tallo generd callo. Por ultimo de 36 a 90 dias se presento el
porcentaje mas alto de emision de callo en explantes de aciculas y en los tallos el mas bajo
de 15%. Sin embargo, ambos llegaron a formar callo en un 100% en un lapso de 90 dias y

la Unica diferencia entre ellos fue el tiempo que tardaban en responder a la induccién. En
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cuanto a las caracteristicas de los callos tampoco se encontraron diferencias; ambos callos

son friables y de color beige.

Porcentaje de emision de callo
en aciculas
15%
45% i 15-20 dias
M 21-31 dias
L.136-90dias

Porcentaje de emision de callo
en tallo
15%
i 15-20 dias
i421-31 dias
1.136-90dias

Grafica 1. Porcentaje de emision de callo en explantes de tallo y aciculas de T. globosa

Los callos generados a los 15 dias de siembra fueron subcultivados cada 20 dias en medio

Tax-2.Sin embargo, la oxidacién de los callos era alta cuando se mantenian en frascos de

100 ml y si se transferia una cantidad pequefia de callo, el crecimiento era muy lento por

lo tanto todos los cultivos celulares se mantuvieron en recipientes de 50 ml y tubos de

ensayo, colocando los callos muy juntos y poniendo una mayor cantidad de medio en los

recipientes, de tal forma que el espacio entre el tejido y la tapa del recipiente fuera

minima. De esta manera se obtuvieron cultivos muy proliferos y con poca oxidacién.

Figura 5. A) Explantes de aciculas. B) Callo generado en tallos.

C) Mantenimiento de callos de T. globosa en viales de 15 ml.
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7.4 Determinacion de las curvas de crecimiento de los cultivos celulares de Taxus

globosa.

La curva de crecimiento se hizo utilizando callos que provenian de aciculas, tomando
como criterio que este es el tejido donde se ha encontrado una mayor cantidad de
paclitaxol. Se compararon las cinéticas de crecimiento de callos y células en suspensién de
T. globosa. La grafica 2 corresponde al crecimiento de callos. Se observé un crecimiento
tipo sigmoidal. La etapa exponencial o logaritmica se observé en el sexto y séptimo dia
hasta el décimo dia, posteriormente los callos entraron a la etapa de desaceleracion en el
dia 10 y 12 y nuevamente siguié una etapa logaritmica. En esta etapa logaritmica es donde
se realizé la transformaciéon genética, esto es, entre el dia siete y diez. Para fines de
mantenimiento se decidid realizar subcultivos cada 20-25 dias. En la grafica 3 se muestra
el crecimiento de células en suspensién, en donde se observd que la etapa de reposo
tienen lugar en los primeros ocho dias, posteriormente, el cultivo entré en una fase
exponencial en la que se alcanzé aproximadamente el doble de peso a los 15 dias. En el
caso de las células en suspension la transformacién genética se realizé en los dias 8 a 12
que corresponden a la etapa exponencial y que se realizaran subcultivos cada 12 a 15 dias

para el mantenimiento de la linea celular.

Cinetica de crecimiento en callos de Taxus globosa
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Grafica 2. Cinética de crecimiento de callos de T. globosa
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Cinetica de crecimiento de células en

0.14 suspension de Taxus globosa
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Grafica 3. Cinética de crecimiento de células en suspension de T. globosa

7.5 Determinacion de la dosis letal 50% de Glufosinato de Amonio en los cultivos

celulares de Taxus globosa.

En la grafica 4 se observa que la etapa exponencial en el tratamiento control (0 mg.l'1 de
glufosinato de amonio) se presentd a partir del dia cuarto al quinto, posteriormente entré
a la etapa de desaceleracién en el dia 6 al 8 y nuevamente siguié una etapa logaritmica. El
punto maximo de crecimiento de peso fresco para el control se observé en el dia 6. En los
tratamientos de 5, 15, 20 y 25 mg.I™ se observé un incremento los primeros dias (dia 1 a 3)
sin embargo, en el dia 4 todos los tratamientos incluyendo al control sufrieron una caida
en el peso. En el dia 5 el tratamiento de 15 y 20 mg.I™* tuvo su punto maximo de ganancia
en peso fresco (0.1g), mientras que este punto se encontro en el dia 7 para el tratamiento
de 10 mg.I"". Es hasta el dia 10 cuando el peso fresco cae hasta 0.07 g, mientras que el

control en este mismo dia llegd a 0.13 g de peso fresco.
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Curva de tolerancia al Glufosinato de Amonio
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Grafica 4. Curva de tolerancia al glufosinato de amonio en peso fresco de células en suspensién

En la grafica 5 se muestra la ganancia en peso fresco de callos de T. globosa crecidas en
tres diferentes concentraciones de glufosinato de amonio en medio sélido. Se observé un
crecimiento de 0.462 g en el control (0 mg.I"* de glufosinato de amonio) después de 20
dias, el cual es muy similar al tratamiento de 20 mg.I" (0.46 g) y sélo 0.010 g abajo del
control se encontrd el tratamiento de 35 mg.l'l.Por ultimo el tratamiento restante sélo
disminuyd 30mg en comparacion al control, por lo que no se observé una caida abrupta

en la ganancia de peso fresco.

Tolerancia a Glufosinato de Amonio
(medio sdlido)

M Ganancia

©
=] o8]
ey

Control 20mg.L-1 35mg.L-1 50mg.L-1

Peso fresco (gramos)
(]
[
w

Tratamientos (mg.l-1)

Grafica 5. Ganancia en peso fresco de callos de T. globosa cultivados en tres diferentes
concentraciones de glufosinato de amonio en medio sélido.
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7.6 Determinacion de la dosis letal 50% de Higromicina.

En la grafica 6 se observé que la etapa exponencial en el tratamiento control (0 mg.I™ de
higromicina) se presentd entre el dia cuarto al quinto, posteriormente entré a la etapa de
desaceleracion en el dia 6 al 8 y nuevamente siguié una etapa logaritmica. El punto
maximo de crecimiento de peso fresco para el control se observd en el dia 10. En los
tratamientos de 2.5, 4.0y 5.5 mg.I" se observé un incremento los primeros dias (dia 1 a 2),
sin embargo, en el dia 3 el tratamiento 5.5 y 2.5 mg.l'1 tienen una caida en el peso
manteniéndose asi, a partir del dia 6 el peso se mantiene con pequeiias fluctuaciones
arriba de 0.05 g. En lo que respecta al tratamiento de 4.0 mg.L™* la caida en el peso se
presentd en el dia 4 y se mantuvo constante en 0.05 g. hasta el dia 10 cuando el control

en este mismo dia llegd a 0.16 g de peso fresco.

Curva de tolerancia a Higromicina
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Grafica 6. Curva de tolerancia a higromicina en peso fresco de células en suspension
7.7 Transformacion genética por Biobalistica.

Debido a que la mayoria de los reportes de transformacidon genética para Taxus spp. se han hecho
por el método de Agrobacterium spp., se decidié emplear la biobalistica para lograr el objetivo
general. El primer ensayo de transformacion por biobalistica se realizé tomando como referencia

el protocolo de co-bombardeo para callos embriogénicos de maiz establecido por Jiménez (2006),
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pero utilizando, en el caso de los explantes de tallo y aciculas, una distancia mas corta (7.5 cm) y
una bala mas grande (0.7 um). Debido a que los tallos de T .globosa resultaron demasiado
gruesos para el sistema, se decidié no seguir probando la transformaciéon genética con
estos explantes. En un segundo ensayo, y con la finalidad de optimizar la transformacion,
solo se probaron las balas de 0.7 um, y una distancia de 13 cm. Estas condiciones fueron

utilizadas tanto con los explantes de aciculas como con células en suspensidn y callos.

Debido a los resultados de las pruebas de expresidon transitoria para el pldsmido pCambia
3301 se decidio utilizar el plasmido pCambia 1302, el cual contiene al gen gfp como gen
reportero, por lo que la identificacidon de las células transformadas seria visualizando la
expresion de la proteina verde flourescente. Para este ensayo se bombardearon callos y

células en suspension, utilizando balas de 0.4um y distancias de 7.5y 13 cm.
7.8 Prueba de expresion transitoria de gus.

La expresion transitoria se llevé a cabo de acuerdo al protocolo de Jefferson et al. (1987).
Con la finalidad de confirmar la transformacion de los callos, 24 h después del bombardeo
se escogieron al azar dos de los callos bombardeados con el plasmido pCambia3301 y uno
de los controles negativos. Estos callos se incubaron por 48 horas en presencia del
sustrato X-gluc ®. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, el control negativo no
presentd el color azul indigo, resultado de la accién enzimatica de B-glucoronidasa sobre
el sustrato del X-gluc® (5-bromo-4-cloro-3-indol). En la figura 6 se muestran los resultados
y se observa que en ninguno de los tratamientos con el plasmido pCambia 3301 se

presentd la coloracion azul.
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Figura 6. Resultados de la pruebas de expresidn transitoria en aciculas, callos de tallo y
callos de acicula a) Aciculas bombardeadas con el plasmido pCambia 3301, con balas de
0.7um vy distancia de 13 cm, b),f),j) Controles negativos (sélo balas), c),g),k)Controles
negativos (sin bombardeo), d) Callo de aciculas bombardeado con el plasmido pCambia
3301.con balas de 0.7um vy distancia de 13 cm, e) Callo de aciculas bombardeado con el
plasmido pCambia 3301 con balas de 0.4um y distancia de 7.5 cm, h) Callo de tallo
bombardeado con el plasmido pCambia 3301 con balas de 0.7um y distancia de 13 cm, i)
Callo de tallo bombardeado con el plasmido pCambia 3301 con balas de 0.4um vy distancia
de 7.5cm.

Debido a los resultados anteriores se decidié probar dos pH diferentes pH; 7.0 y 8.5 para
el amortiguador de Fosfatos de Sodio en el segundo ensayo de bombardeo. Los resultados
se muestran en la figura 7 y 8. Al igual que en el ensayo anterior no se observé ninguna
diferencia entre los controles negativos y las células trasformadas excepto en las aciculas
(control) a pH 7.0 donde se logré ver una ligera tonalidad azul que pertenece a la
expresion enddgena. Sin embargo en los demas explantes no se logrd ver esta coloracion

ni en los controles ni en los explantes bombardeados cuando se encuentran a pH 8.5
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Figura 7.Expresion transitoria con buffer pH 7.0 de explantes bombardeados con balas de
0.7 um y 13cm de distancia. a)-d) Explantes bombardeados, a), e) Callos de aciculas. b), f)
Células en suspensidn. c), g) Aciculas. d), h) Callo de tallo. e)-h) Controles negativos. Los
circulos muestran coloracion azul tenue.

Figura 8.Expresion transitoria con buffer pH 8.5 de explantes bombardeados con balas de
0.7 um y 13cm de distancia. a)-d) Controles negativos. a), e) Callos de aciculas. b), f)
Células en suspension c), g) Aciculas. d), h) Callo de tallo. e)-h) Explantes bombardeados.
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7.9 Identificacion de la proteina B-glucoronidasa en callos de T. globosa

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba histoquimica de la B-glucoronidasa y
al no observar la expresion de la proteina en los callos bombardeados, pero que contrario
a lo esperado seguian creciendo en medio de seleccién con 10 mg I* de glufosinato de
amonio, se realizé una extraccidon de proteina soluble total, para que por medio de un
analisis Western blot se confirmara la expresion de la proteina B- glucoronidasa en los
callos transformados con el vector pCambia 3301. En la figura 10 se puede observar el
patron proteinico de los callos Taxus globosa en un gel de poliacrilamida al 10%, asi como
el patréon proteinico del extracto crudo de E. coli utilizado como control positivo. En un
estudio previo realizado por Kusnadi et al, (1997) logré expresar la B-glucoronidasa en
maiz detectando una banda de aproximadamente 68 kD en tejidos transformados

genéticamente. Por tal motivo se utilizé a este tejido como control positivo.
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Figura 10. Extractos de PST de callos de T. globosa para la identificacién de la proteina B-
glucoronidasa. 1. Marcador de peso molecular Dual Color (Bio Rad®)2.Callos de tallos de T.
globosa sin transformar (control negativo). 3. Callos de acicula de T. globosa sin
bombardear (control negativo). 4. Callos de tallo bombardeados con pCambia 3301. 5.
Callos de acicula bombardeados con el plasmido pCambia 3301. 6. Control positivo. Callos
embriogenicos de maiz transformados con el vector pCambia 3301. 7. Marcador de peso
molecular Dual Color (Bio Rad®). 8. Extracto crudo de E. coli.(control positivo).
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En la figura 11 se muestra el western blot en los callos de T. globosa, en el carril 6 se
muestran tres bandas de las cuales una presentd un peso molecular de 68 kD,
correspondiente al de la proteina B-glucoronidasa (Kusnadi et al, 1997). En el carril 8 se
muestran dos bandas una de ellas de aproximadamente 73 kD que es similar a la
reportada por Jefferson et al, 1986 .En los carriles 2 a 5 correspondientes a los callos de T.
globosa no se observa ninguna banda, ni en lo controles negativos ni en aquellos callos
bombardeados con balas 0.7um y 13 cm sometidos a 3 meses con el agente de seleccidn

glufosinato de amonio

1 2 3 4 5 6 7 8
250kDa ¢* e . 3 E
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Figura 11. Western blot de callos de T. globosa para la identificacién de la proteina B-
glucoronidasa. 1. Marcador de peso molecular Dual Color (Bio Rad®) 2.. Callos de tallos de
T. globosa sin transformar (control negativo). 3. Callos de acicula de T. globosa sin
transfomar(control negativo). 4. Callos de tallo transformados con pCambia 3301. 5. Callos
de acicula transformados con pCambia 3301. 6. Callos embriogenicos de maiz
transformados con el vector pCambia 3301 (control positivo). 7. Marcador de peso
molecular Dual Color (Bio Rad®). 8. Extracto crudo de E. coli (control positivo).

7.10. Observacidn de la proteina verde fluorescente.
Debido a que los resultados de los anteriores bombardeos se decidié utilizar el plasmido
pCambia 1302. Para el bombardeo se utilizaron sélo células en suspensién. Se probaron

ambas distancias (13 y 7.5 cm) y balas de 0.4um. Después de 15 dias post-bombardeo y en

seleccion los explantes se observaron en un microscopio estereoscépico de fluorescencia
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Nikon Eclipse T62000-U. Los resultados se muestran en la figura 12. Como se puede
observar en el control negativo (A) las células presentan autoflorescencia sobretodo en las
paredes, sin embargo la intensidad luminosa es mayor y mas brillante en aquellas células
que se bombardearon bajo las dos diferentes condiciones (C y D) y muy parecidas al

control positivo (B)

Figura 12. Células en suspensién de Taxus globosa transformadas por biobalistica con el

pldsmido pCambia 1302.A. Control negativo (células en suspension sin transformar) B.
Control positivo (Callos de Arabidopsis thaliana DXS transformada). C. Células en
suspension transformadas (balas de 0.4 um y distancia de 13cm) D. Células en suspension
transformadas (balas de0.4 um y distancia de 7.5cm)

5.11. Transformacidn genética por medio de Agrobacterium tumefaciens.

Después de la transformacion con Agrobacterium tumefaciens, las células se mantuvieron

durante dos meses en medio de seleccién con 10 mg I'* de glufosinato de amonio, pasado
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este tiempo las células se observaron en el microscopio estereoscopico de fluorescencia
Nikon Eclipse T62000-U. Los resultados se muestran en la figura 13 en donde se observa la
fluorescencia en las paredes de las células (Figural3 A). Sin embargo este color es menos

brillante e intenso que en las células transformadas (figura 12 Cy D)

-
-

Figura 13. Células en suspensién de Taxus globosa transformadas con Agrobacterium

tumefaciens con el plasmido pEarleyGatel103. A. Control negativo (células sin transformar)
B. Control positivo (Callos de Arabidopsis thaliana transformada). C. Células en suspensién
de tallo transformadas. D. Células en suspensién de aciculas transformadas.
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VIIl. DISCUSION

8.1 Desinfeccion de explantes

Los explantes utilizados para establecer un cultivo de células vegetales provienen, generalmente,
de plantas crecidas en ambientes no controlados. Por lo que presentan contaminacién tanto de
tipo abidtico (polvo, residuos de tierra, etc.) como de tipo bidtico (hongos y bacterias). El primer
tipo es de facil eliminacion, pues basta con lavar el tejido en agua corriente (George y Sherrington,
1984; Pierik, 1990), pero el segundo, requiere de diversos tratamientos, ya que en este caso la
contaminacidon puede ser superficial o sistémica. Para lograr la asepsia total del explante se
recomienda el uso de bactericidas y fungicidas (George y Sherrington, 1984; Pierik, 1990; Uribe,
1998). Contar con explantes totalmente libres de contaminantes de tipo bidtico es de suma
importancia, porque en el establecimiento, crecimiento y mantenimiento de los cultivos de células
vegetales se utilizan medios ricos en diversos nutrientes y dada la diferencia de velocidad de
crecimiento de las células vegetales y de los microorganismos, en caso de contaminacion, éstos
dominarian el cultivo ya que presentan mayor crecimiento que las células vegetales (Alvarado,
1998). En el caso de Taxus globosa, primero se realizé una desinfeccién quimica superficial con
cloro, Tritén X-100, Vanish™ y Microdyn®. Pero la cantidad, tipo y distribucion de los
contaminantes fue muy abundante. Razén por la cual, éstos compuestos sélo fueron efectivos a
concentraciones y tiempos mayores que los comunmente utilizados cuando los explantes
utilizados se toman de estacas crecidas en invernadero. Alun cuando el tratamiento quimico
aplicado fue de considerable intensidad, no se logrdé erradicar la contaminacion sistémica, por lo
que se utilizaron dos fungicidas y un bactericida; asi como la adiciéon de antibidtico al medio de
cultivo. Lo anterior permitid la desinfeccidn del explante en un 95- 100 %, pero sélo cuando los

explantes procedieron de material propagado en invernadero.

8.2 Seleccion de Medios de Cultivo

Es importante recalcar que existen muchos factores que influyen en la formacién de callo
como son los micro y macro elementos del medio de cultivo, las vitaminas, los reguladores
de crecimiento, las condiciones de cultivo y los explantes involucrados. Todos los
elementos interactlan para modular la expresion genética, es por ello que la respuesta
morfogenética no recae en un solo factor, sino que es el resultado de interacciones, aun
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cuando uno de ellos tenga mayor efecto. Por lo anterior en este trabajo se disefiaron
experimentos para seleccionar la relacion y tipo de componentes del medio de cultivo.
Como primera aproximacion se utilizé el medio TM10 reportado por Ketchum y Gibson
(1996) denominado como Tax-1 en este trabajo. A este medio se le hicieron algunas otras
modificaciones como la eliminacién de la 6-benciladenina (BA) y la adicién del
polivinilpirrolidona (PVP) 1 g I"* el cual habia sido utilizado como antioxidante en otros
cultivos dentro del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales y a este medio se le llamé
Tax-2, con este medio de cultivo se logré inducir y proliferar los cultivos celulares sélidos

de T.globosa.

La optimizacién de la composicién del medio de cultivo para las células en suspensién de
Taxus ha sido estudiada y revisada. Entre los diferentes medios de cultivo usados, el
incremento en el contenido de nitrégeno, el alto contenido de glucosa (2-3%) y la adicion
de reguladores de crecimiento como auxinas y citocininas en proporcion de 100:1 es
generalmente benéfico para el crecimiento y la produccién de paclitaxol, sin embargo en
este trabajo la proporcion utilizada fue 1:1. En adicidn, la acumulacion de paclitaxol se
incrementa significativamente cuando las células en suspensidon de Taxus son incubadas
en oscuridad (Vongpaseuth y Roberts, 2007a). En este trabajo se utilizd el medio de
cultivo denominado SH para las células en suspensién, que fue proporcionado por el
Instituto de Quimica, el cual a demas de aumentar la proliferacion celular también redujo

oxidacién como se muestra en la figura 4.
8.3 Induccidn, proliferacién y mantenimiento de los cultivos de Taxus globosa

Como ya se menciond, los dos explantes —hoja y tallo— fueron capaces de producir callo,
aungue el tiempo de respuesta fue diferente. La induccién en los tallos fue mas temprana
gue en las aciculas. Debido quiza a la presencia de mayor nimero de células con actividad
meristematicas en el tallo que en las aciculas. El tallo presentd entrenudos y nudos. Los
entrenudos contienen cuatro tipos de meristemos (marginales, intercalares, de

engrosamiento primario y de alargamiento) con una actividad muy duradera, ya que estan
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involucrados en el engrosamiento y el alargamiento. Los nudos presentan los meristemos
llamados apicales-axiales en constante actividad, que puede ser ilimitada ya que son los
encargados del crecimiento continuo y el desarrollo de la planta. En contraste las aciculas
contienen un sélo meristemo (foliar) el cual es importante en la formacién de 6rganos y al

llegar a su completa diferenciacion termina su actividad (Ramos, 2006).

En cuanto a la proliferacién y mantenimiento de callo, estos pardmetros fueron afectados
directamente por la cantidad de oxidacion que el cultivo presentaba pues si la oxidacién
era muy alta evitaba que los callos proliferaran. Esta oxidacién se observé como
coloracién café, debido a la liberacion de sustancias fendlicas en la superficie de los
explantes, que pueden Intoxicarlos y provocar su muerte. Para evitar la acumulacién de
fenoles en el medio de cultivo, se optd por adicionar antioxidantes al medio para que la
oxidacion fuera minima. Los antioxidantes son agentes reductores con bajo potencial
rédox, neutralizan la accién oxidante de una molécula inestable (radical libre) sin perder
su propia estabilidad electroquimica. Dentro de los antioxidantes comunmente utilizados
estan: el acido ascdrbico, el acido citrico y la cisteina, ademas de compuestos con alta
afinidad por sustancias fendlicas como el pirogalol y el carbén activado (Perez, 1998). En
este caso se utilizé el PVP, las vitaminas Nitsch y Kao, previamente utilizados en el grupo
de trabajo. Sin embargo, a pesar de la adicidon de los agentes reductores, la oxidacion
persistia por lo cual, los cultivos se colocaron en recipientes pequeinos (50ml), o menos,
esto provoco que hubiera muy poca cantidad de oxigeno dentro del frasco, con lo cual la
oxidacion disminuyé incrementdndose el crecimiento, ademas de esto la cantidad de callo
gue se colocaba en los frascos era de aproximadamente 1.5 a 2.0 g, lo cual también
favorecid el crecimiento. Las células en suspensién produjeron menor cantidad de fenoles
ya que cuando las células se encuentran en medio liquido, los fenoles son liberados al
medio mezcldndose con él y evitando que estos se acumulen en un solo lugar y que

afecten al tejido como ocurre en el medio sdlido.
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8.4 Determinacion de las curvas de crecimiento de los callos y células en suspension de

Taxus globosa.

Hasta ahora no hay reportes de cinéticas de crecimiento como las que en este trabajo se
presentan, por lo que es dificil comparar el crecimiento de los cultivos de Taxus globosa
con otras especies pertenecientes al mismo género. La utilizacion de cinéticas de
crecimiento es fundamental para la transformacidn genética ya que permiten determinar
el momento en que ésta se debe de llevar a cabo y es especifica de cada cultivo. La etapa
exponencial es la recomendada para la transformacién genética debido a que en este
momento la mayoria de las células se encuentran en constante division, los nucleos son
mas prominentes y las paredes mas laxas por lo que la entrada e integracion del ADN
fordneo al genoma de la planta es mas probable. Ademds de esto, las curvas de
crecimiento permiten determinar los periodos de subcultivo que deben tener los cultivos
celulares para su mantenimiento y proliferacién asi como las etapas de desaceleracién y
estacionaria en las que usualmente se sintetizan los metabolitos secundarios (Olivera,

2003)

La cinética de crecimiento del cultivo de callo de T. globosa (grafica 2) se asemeja a una
curva sigmoidal, que presenta una etapa /lag o de reposo, reportada por George y
Sherrington (1984), en la que el inéculo no presenta ninguna sefial de divisidn celular,
donde unicamente se esta adaptando a las nuevas condiciones de nutricion, que en este
caso durd aproximadamente 8 dias. Posteriormente se observé una linea recta con una
tendencia ascendente, a partir del dia 8 al 10 que pertenece a la fase exponencial o lineal,
donde la tasa de crecimiento muestra una aceleraciéon constante debido a un proceso
mitotico aumentando la actividad respiratoria, mediada a través del consumo de O, y con
altos niveles de RNA, como lo menciona Lindsey y Jones (1989). En esta etapa se llevd a
cabo la trasformacidn genética de los callos de Taxus globosa. Después existe una corta
etapa de desaceleracion (dia 10 a 12), sin que se observe de manera clara, la fase
estacionaria. A partir de este punto, los callos entran a un nuevo ciclo de divisién celular,
alcanzando 10 veces su peso inicial a los 25 dias. Para los cultivos en suspension se
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observa igualmente la etapa de reposo se observd durante los primeros ocho dias.
Posteriormente el cultivo entra en una fase exponencial alcanzando aproximadamente el
doble de peso a los 15 dias. Sin embargo, este crecimiento parece lento al compararlo con
el de otros microorganismo como Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae cuyas tasas

de crecimiento son mds altas (Homare, 2006)
8.5 Determinacion de la dosis letal 50 % de glufosinato de amonio e higromicina

La mayoria de las estrategias para la seleccién de células transformadas estd basada en la
inhibicién del crecimiento de células no transformadas o de tipo silvestre sin afectar
significativamente a las que si estan transformadas; es decir, se hace uso de un sistema de
seleccion positiva, de ahi que la eleccién de un correcto gen de seleccidn sea critico para
un sistema eficiente de transformacién genética (Klein et al.,1993;Vasil,1994). Dos
criterios que determinan un buen gen de seleccion son: a) seleccién limpia y b) no tener
efectos adversos en la regeneracién y fertilidad de las plantas (Vain et al.,1995). Ademas,
para un sistema de transformacidn eficiente se requiere que el gen de seleccidon esté

regulado por un promotor fuerte. (Rusell et al.,1992)

La determinacién de la dosis letal 50 para los agentes de seleccidén representa un punto
critico en el proceso de transformacidn de plantas, en este trabajo se utilizaron dos
agentes de seleccién —glufosinato de amonio e higromicina— dependiendo de la

construccion de plasmido que se utilizara para la transformacién genética (ANEXO).

El glufosinato de amonio (también conocido como fofinotricin), el componente activo de
los productos comerciales Liberty® tiene una estructura quimica similar a la glutamina y
actua como inhibidor competitivo reversible de la glutamina sintetasa. Esta enzima juega
un papel fundamental en la asimilacidon del amonio y en la regulacion del metabolismo del
nitrogeno en las plantas y es la Unica enzima vegetal que puede desintoxicar el amonio
liberado por la reduccién del nitrato, la degradacion de aminoacidos y la fotorespiracion.

Por tal motivo, al inhibir la glutamina sintetasa con estos compuestos, la célula vegetal se
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intoxica por la acumulacién de amonio en la planta y por lo tanto hay muerte celular

(O’Brien y Henry 2000).

La sensibilidad del crecimiento al glufosinato de amonio se realizé en medio sélido y
liquido. Este compuesto fue ineficiente como agente de seleccion para células cultivadas
en medio sélido (grafica 5), ya que la concentraciéon a la que se obtuvo una pequeiia
inhibicién en el crecimiento (30 mg). Esta ineficiencia se puede deber a que los callos en
medio sélido no se encuentran en una monocapa por lo que las células que estaban mas
alejadas del medio de cultivo, tardarian mucho mas tiempo en responder al tratamiento y
lograrian dividirse por mas tiempo, lo que produjo una selecciéon poco astringente. En
cuanto al medio liquido, este permite que las células se encuentren en contacto directo
con el agente de seleccion por lo cual las concentraciones de glufosinato de amonio al que
se observé inhibicidn del crecimiento celular fueron mas bajas (0, 5,10, 15, 20y 25 mg I'l),
encontrando que a pesar de que en todas estas existieron fluctuaciones en la ganancia de
peso fresco, la respuesta al agente de seleccidn se observo hasta los 10 dias de exposicién
en todas las concentraciones. Actualmente ninguno de los trabajos reportados referentes
a la transformacion genética de Taxus ha utilizado el glufosinato de amonio como agente

de seleccidn.

El antibidtico Higromicina tiene su sitio intracelular de accion en la subunidad ribosémica
30s, que provoca error de lectura del RNA mensajero con produccién de una proteina
andmala, la cual aunado a la fuga de sodio, potasio y otros componentes esenciales

producen la muerte celular.

Con respecto a la higromicina, las pruebas con este agente de seleccidn solo se hicieron en
medio liquido ya que permite una seleccibn mas astringente. Se probaron
concentraciones (0, 2.5, 4.0 y 5.5 mg I'%). El efecto de la higromicina en los cultivos de
T.globosa se puede apreciar a partir del sexto dia con una concentracién de 2.5 mg.I™
(gréfica 6). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Ketchum et al, (2007)

quienes transformaron células en suspensién de T. cuspidata, y reportaron que la
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concentracién ideal para seleccionar a las células transformadas era de 2.5 mg I* del

antibidtico.
8.6. Transformacion genética de Taxus globosa.

La introduccidén y la expresion de transgenes es esencial para la ingenieria metabdlica de
los cultivos celulares de Taxus spp. Los sistemas de transformacion genética en plantas
incluyen la utilizacién de Agrobacterium spp., polietilenglicol, electroporacion y
biobalistica, entre otros. En la transformacién por biobalistica el tamafio y naturaleza
guimica de la bala son dos de los parametros a considerar para que la transformacién por
biobalistica sea exitosa. En este trabajo, la utilizacion de balas de tungsteno de 0.4 um
resulté favorable para la transformacién de células en suspensién de T. globosa con el
pldsmido pCambia 1302 (figura 12). Aun cuando existen algunos reportes que sugieren
gue el tungsteno es téxico para varios tipos de células, que pueden promover la oxidacion
y que tiene efecto en la adherencia del ADN, causando mayor degradaciéon en
comparacion con las balas de oro (Charest et al., 1993). Algunos autores sugieren que el
didametro del proyectil de 0.8-1.2 um es dptimo para la transformacién de células
vegetales, mientras que Klein et al., (1989) reportaron que el uso de particulas de oro de
1.2 um de didmetro resulta en altos niveles de expresién de genes para los cultivos en
suspensidon de maiz. Estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo han
mostrado que la transformacion genética con balas de tungsteno de 0.4 um es eficiente
para la expresion de proteinas recombinantes en maiz y sorgo (Jimenez, 2006 y Godinez,

2007)

Para llevar a cabo la transformacidn por biobalistica se utilizaron dos plasmidos: pCambia
3301 y pCambia 1302, ambos contienen el promotor constitutivo 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CAMV35S) del cual se ha reportado que es funcional, para la
transformaciéon de T. cuspidata y T. canadensis, aunque en estos casos solo se mostro

expresion transitoria del gen reportero uidA (Vongpaseuth, 2007b).
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El plasmido pCambia 3301 contiene como gen reportero uidA (B-glucuronidasa), el cual
permite la identificacion de las células transformadas mediante la prueba de expresién
transitoria, debido a la presencia de coloracién en los callos trasformados. Los callos de T.
globosa bombardeados fueron capaces de crecer en medio de seleccidn, indicando que
habian sido transformados, sin embargo, no fue posible detectar la presencia del gen
reportero, ni por coloracién, ni por deteccion inmunolégica de la proteina B-
glucoronidasa. El resultado anterior podria deberse a que el ensayo utilizado para detectar
la presencia de GUS no estuviese optimizado o a que el ADN se fragmentara durante el
proceso de transformacion y sélo el fragmento conteniendo el gen bar que confiere
resistencia al agente de seleccidn se insertara en el genoma de las células en cultivo. Para
discriminar entre estas posibilidades, el ensayo para detectar GUS fue validado, utilizando
células vegetales de maiz transformadas con el plasmido empleado para transformar T.
globosa. Los resultados demostraron que en las condiciones del ensayo utilizado para T.
globosa se podia detectar el gen. Lo que permitié descartar la primera posibilidad. Por
esta razdén, concluyo que en el sistema de T. globosa el ADN se fragmentd y solo se realizo
la insercion del gen bar en una region del genoma que permitidé su expresion. Existen
reportes en la literatura mostrando que una de las limitaciones de transformar células en
cultivo por biobalistica reside en que se inserta un alto numero de copias del transgen en
un mismo loci o bien se detecta la inserciéon de solo una copia del transgen pero con
configuraciones complejas, como tandem, repeticiones invertidas, truncadas y secuencias

reordenadas y entremezcladas con el ADN gendmico (Kholi et al., 2003).

El pldasmido pCambia 1302 contiene como gen reportero a la proteina verde fluorescente.
La GFP puede ser detectada de manera no destructiva, no requiere un sustrato, permite el
monitoreo de la expresion de genes y la localizacién de proteinas a nivel celular y
subcelular en plantas. El uso de GFP como marcador de proteinas ha sido descrito en maiz,
tabaco, Arabidopsis y Pinos (Citado por Wei et al., 2006). Comparada con el gen reportero
(uidA) que requiere un sustrato exégeno para la visualizacion histoquimica, la expresién

de GPF puede ser monitoreada directamente en los tejidos vivos. (Wei et al., 2006). Esta
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propiedad es importante en la optimizacion de protocolos de transformacion para varias
especies de plantas. En este estudio, la proteina verde fluorescente fue usada como un
reportero visual para seleccionar las células transformadas de T. globosa. La utilizacién del
gen gfp, como reportero para transformar células en suspensidn, permitié la observacion

de las células transformadas de manera transitoria 5 dias después de transformadas.

El uso de la proteina verde fluorescente como reportero ha estado limitado en la
transformacién de las especies del género Taxus. En el 2000, Kim y colaboradores
transformaron células en suspension de T. cuspidata con Agrobacterium tumefaciens
utilizando el vector binario pCambia 1302, la seleccién y mantenimiento de las células
transformadas se prolongo durante 3 meses y la expresion de la proteina verde

fluorescente se confirmd por un andlisis de western- blot.

El uso de sistemas bioldgicos para la transformacién de las especies de Taxus ha sido
aprovechado desde muchos afios atras. Smith (1942) reporté la formacion de agallas en
los tallos de T. brevifolia, T. cuspidata y T. media inoculadas con Phytomonas tumefaciens.
Sin embargo, ninguno de estos reportes presentd evidencia de la transferencia de genes al
genoma de la planta. El sistema de Agrobacterium spp ha sido usado con limitado éxito en
el género Taxus. Algunos estudios han reportado la transformacién de tejidos de plantas
silvestres o en cultivo in vitro. Han et al. (1994) demostraron por primera vez la
transformacién genética de dos especies de Taxus; T. brevifolia y T. baccata, y la expresion
de genes bacterianos transferidos dentro del genoma de la planta por Agrobaterium
tumefaciens. En 1999 estos mismos autores confirmaron la transformacion de tallos de T.
brevifolia y T. baccata utilizando este sistema, y corroboraron la produccién de paclitaxol
en los callos inducidos de los tallos. La transformacion de Taxus spp. usando este sistema
para la caracterizacion de genes o la ingenieria metabdlica podria presentar ciertos
problemas, debido a que los cultivos in vitro contienen multiples tipos de células en
diferentes estados de desarrollo. Sin embargo, un estudio reciente ha demostrado una

transformacion eficiente y estable de T. chinensis y T.cuspidata a través del co-cultivo con
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la cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens (Ketchum et al.,, 2007; Vongpaseuth et al,
2007b).

En general las células en suspensién de Taxus spp son muy sensibles a la invasion de
Agrobacterium spp. En este sistema de transformacion, la densidad y el tiempo de co-
cultivo ha resultado ser critico para la viabilidad de las células vegetales. En este trabajo se
utilizo una densidad optica de 0.5 y un tiempo de co-cultivo de 20 minutos, estos dos
pardmetros resultaron favorables para la transformacién de las células en suspension de
T. globosa. Ademas, la mezcla de los antibiéticos timentina 240 mg '}, vancomicina 50 mg
I'* y cefotaxime 250 mg I permitié la eliminacién de la bacteria. La combinacién de
antibioticos como cefotaxime y vancomicina ha sido usados exitosamente para eliminar
Agrobacterium spp. El cefotaxime es una cefalosporina que presenta una actividad
bactericida de amplio espectro y baja toxicidad a las células eucariontes, este antibidtico
ha sido muy usado en el cultivo de tejidos vegetales y un gran niumero de especies han
sido regeneradas en presencia de este antibidtico. En coniferas los resultados son
controversiales ya que el cefotaxime parece perjudicar la salud y subsecuentemente el
desarrollo de raices de los cotiledones de Pinus radiata, mientras que en Picea glauca,
Picea abies, Pinus nigra o Larix kaempferi x L. decidua este antibiético no muestra tener
un efecto negativo. El antibidtico vancomicina presenta un espectro de actividad limitada
contra bacterias Gram positivas, en combinacidn con el cefatoaxime permite controlar el
crecimiento de Agrobacterium spp. en especies como Pinus nigra y Citrus aurantifolia,
esto confirma que la combinacién de diversos antibidticos es la mejor alternativa para
eliminar la bacteria. En general el uso de la mezcla cefotaxime, vancomcina, y timentina
ha demostrado no ser téxico para los cotiledones de pinos y favorecen significativamente
la obtencién de un alto niumero de cotiledones y formando yemas en la superficie de los

cotiledones que estdn en contacto con el medio (Humara y Ordas,1999).

Otro factor que resulté favorable para la transformacién genética de T. globosa fue el uso
de la acetosiringona (4 mg I'"). Estos resultados concuerdan con otros en donde se indica

gue la utilizacion de compuestos fendlicos durante el proceso de transformacién genética
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con Agrobacterium spp. mejord sustancialmente el porcentaje de infeccion por la bacteria
(Loaiza y Valverde, 2006. ). Los compuestos fenélicos, tanto los liberados por las células de
la planta cuando ocurre una herida como los de origen sintético; acetosiringona, sirven
como inductores o co-inductores de los genes bacterianos Vir.Estos compuestos fendlicos
son percibidos por la proteina sensora VirA, posteriormente ocurre la trans-fosforilacion
de la proteina VirG, lo que conlleva a la activacion de los transcriptores de los genes Vir,
permitiendo el transporte e integracion del ADN-T (Gelvin 2000 y Stachel et al., 1986;
1985)(Citado por Loaiza y Valverde, 2006.).

Con el transcurso de las investigaciones se ha logrado optimizar los protocolos de
transformacién para muchas especies vegetales; igualmente, en la actualidad, ambas vias
de transformacidn, biobalistica y Agrobacterium, presentan ventajas y desventajas que las
hacen mas o menos convenientes para los distintos fines. En cuanto a la integracion del
transgen al ADN cromosdmico existen diferencias entre ambos métodos. A. tumefaciens
posee un mecanismo natural muy eficiente para transferir, al ndcleo celular, el T-ADN que
contiene el transgen y producir una integracién aleatoria en regiones cromosémicas con
actividad transcripcional. Generalmente los patrones de insercidon de transgenes son mas
sencillos en comparacion a los producidos por el método biobalistico. Asi, el nimero de
copias que se incorpora es bajo y cuando hay mas de una copia, suelen distribuirse en loci
independientes, lo que facilita la posterior eliminaciéon de las copias no deseadas por
segregacion. Por otra parte, el mecanismo involucrado hace que se transfiera un
segmento de ADN definido: el T-ADN, acompafiado de proteinas que lo protegen de la
accion de nucleasas. Por el contrario, en el método biobalistico el ADN transferido no esta
asociado a proteinas, por lo que al ser parcialmente degradado, sélo parte del mismo llega
al nucleo donde se produce, con baja eficiencia, la integracion al azar en el ADN
cromosémico. En este método es comun que se produzcan inserciones de varias copias
del transgen en un mismo sitio del genoma con distinto grado de reordenamiento de la
secuencia del transgen. Por otra parte, cuando se utiliza el método biobalistico, el

segmento de ADN plasmidico que se integra al ADN cromosémico no esta definido, como
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en el caso de T-ADN, sino que es de longitud variable. Finalmente, cabe mencionar que en
el caso de A. tumefaciens, debido a que se trata de una interaccion biolégica entre una
planta y una bacteria, la dependencia del genotipo es mucho mds acentuada, ya que
influyen también en la eficiencia de transformacidn, tanto el genotipo de la planta como el
de la bacteria (Diaz et al., 2006). Es conveniente destacar que en ambos métodos la
integracion del transgen en el genoma se produce al azar. Como consecuencia de ello,
diferentes plantas transgénicas provenientes de un mismo experimento, presentan
inserciones en distintos sitios del genoma receptor. La aplicaciéon de cualquiera de estos
métodos de transformacién al mejoramiento vegetal depende, en gran medida, de la

disponibilidad de genotipos con muy buena respuesta al cultivo in vitro
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IX.CONCLUSIONES

4l La desinfeccion del tejido de T. globosa requirié de tratamientos con
agroquimicos de tipo sistémico y superficial(Captan, Benomylo y Agrimicyn-
50) en concentraciones de 4g I para cada uno, tiempos de exposicién largos asi

como el uso de antibioticos adicionados en el medio de cultivo

4l La utilizacion de medio Tax-2 y los recipientes de volumen pequefio favorecen
el crecimiento de los callos de T. globosa y disminuyen la oxidacion.

4 El medio SH resultd favorable para el crecimiento de las células en suspension
de T. globosa

4/ La induccion de callo en tallos es mas temprana comparada con la de las

aciculas.

3 El uso del antibiético higromicina en concentracién de 2.5 mg.I"* es mejor

agente de seleccion en comparacion con el glufosinato de amonio.

4l La transformacion genética transitoria de células en suspension de Taxus
globosa por medio de biobalistica utilizando el plasmido pCambia 1302 fue

posible utilizando balas M5 y distancia de 13y 7.5 cm.

4l La proteina verde fluorescente demostré ser un buen gen reportero para la

identificacion de las células transformadas de T. globosa.

4l Se lograron transformar células en suspensién de Taxus globosa mediante

Agrobacterium tumefaciens.

4l Se lograron obtener células en suspension de Taxus globosa transformadas

transitoriamente mediante biobalistica.

4 La mezcla de los antibidticos: cefotaxime, timentina y vancomicina permite la

eliminacién de Agrobacterium tumefaciens
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X. ANEXO

PREPARACION DE LAS DE LAS PARTICULAS DE TUNGSTENO PARA EL BOMBARDEO DE
ACUERDO A GUERRERO-ANDRADE (1998)

1.

8.
9.

Se pesaron 60 mg de particulas de tungsteno de 0.4um de diametro (M5)
colocandose en un tubo de centrifuga de 15 ml. De la misma forma se prepararon
las particulas de 0.7 um de didmetro (M10)

A ambos tubos se les afladieron 2ml de acido nitrico (HNO3) 0.1 M y se sonicd en
hielo durante 20 minutos cada uno.

Posteriormente se elimind el acido nitrico agregandose 1ml de agua desionizada
estéril; la muestra se transfirio a un tubo de 2 ml de capacidad y se sonico
brevemente en ambas soluciones.

Las microparticulas se centrifugaron de 10-30 segundos a una velocidad de 10,000
rpm para cada solucion.

El agua se elimind, se agregd 1ml de etanol absoluto (100%) y se sonicd
brevemente.

Las microparticulas se centrifugaron de 10 a 30 segundos a una velocidad de
10,000 rpm.

Se elimind el etanol, se agregd 1 ml de agua desionizada estéril y se sonicé
brevemente.

Se colocaron 200 pl de la suspensiéon en tubos eppendorf.

Posteriormente se adicionaron 750 pl de agua desionizada estéril a cada tubo.

10. Los tubos se almacenaron a -20 °C.

ADSORCION DEL ADN A LAS MICROPARTICULAS (Klein et al., 1988)

1.

WCoeNoU bW

En tubos eppendorf se colocaron 50ul de la suspensién de microparticulas de
tungsteno, después se adicionaron los siguientes reactivos uno a uno, agitando
bien la suspensién entre cada reactivo.

Se adicionaron 5ul de ADN (1ug ul'l) como volumen final. Plasmido pCambia 3301.
0 1302 segun fuera el caso

50ul de Cloruro de calcio (CaCl,) 2.5 M

20ul de Espermidina 0.1 M

La mezcla se agitd en vortex (velocidad baja) durante 5 min.

Posteriormente, se centrifugd en un periodo de 5 a 10 segundos.

Se eliminaron 100 pl del sobrenadante

Las microparticulas se resuspendieron en el liquido remanente.

Finalmente, se aplicaron 2.5 pl de las particulas cubiertas con el ADN en el centro
del filtro de bombardeo.
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PRUEBA DE EXPRESION TRANSITORIA

La prueba de expresion transitoria se realizé de la siguiente manera (Jefferson et
al.,1987):

1. Los explantes se colocaron en tubos de cristal, a cada uno se le agregd solucién de
X-Gluc™ hasta que los callos fueron cubiertos totalmente y se incubaron a 37°C
*2°C por un periodo de 48 hrs.

2. Lasolucién se desecho y los callos fueron lavados dos veces con Buffer “Z” pH 7.4

3. Después, se lavaron con etanol al 70% cuatro veces.

4. La clorofila se elimind con una mezcla de acetona-metanol (1:3) con la cual se
lavaron los callos (3-5 veces) haciendo cambios de mezcla.

5. Después los callos se lavaron cuatro veces con Buffer “Z”

COLECTA DE LAS MUESTRAS DE LOS CALLOS.

1. Se etiquetaron tubos eppendorf estériles suficientes para colocar la muestra de los
callos.

2. Para cada toma de muestra se limpiaron pinzas vy tijeras con alcohol 96% y se
seleccionaron callos de color homogéneo y poco oxidado.

3. Se colocaron aproximadamente 100 mg de callo en cada tubo eppendorf con
ayuda de las pinzas

4. Las muestras se guardaron a -70 °C en caso de no ocuparse inmediatamente.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

1. En un recipiente con nitrédgeno liquido, se colocaron pinzas, espatulas y los tubos
eppendorf con las muestras de los callos.

2. Un mortero con pistilo de porcelana estéril, se enfrié previamente con nitrégeno
liquido.

3. Una vez que el mortero y el pistilo estuvieron lo suficientemente frios, se adicioné
mas nitrégeno liquido e inmediatamente se vertid la muestra de callo. y se
procedidé a moler

4. A medida que se fue moliendo se agregd mas nitrégeno liquido de tal manera que
la muestra nunca se descongeld.

5. Cuando se obtuvo un polvo fino y muy homogéneo se procedié a guardarlo en el
tubo eppendorf original con ayuda de una espatula previamente enfriada en el
nitrégeno.

6. Las muestras se almacenaron a -70°C en caso de no ocuparse inmediatamente.
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MODO DE ACCION DE LOS AGENTES QUIMICOS UTILIZADOS EN LA DESINFECCION
DE EXPLANTES DE Taxus globosa

4l Detergente comercial Vanish®, que contiene como ingrediente activo al
peroxido de hidrogeno (H20y), el cual actia provocando la perdida de la
funcién de las proteinas bacterianas, ademas ataca la membrana celular, el
ADN y otros componentes teniendo todo ello como consecuencia la muerte
celular.

4l El hipoclorito de sodio (NaClO, al 30% v/v) se utilizO como agente
desinfectante ya que actua sobre proteinas y acidos nucleicos eliminando
hongos, bacterias y esporas

3 Microdyn®(20 ml.L™), el cual contiene particulas de plata que permanecen
suspendidas, que al reaccionar con los grupos SH de las proteinas
funcionales y estructurales de las células bacterianas, inhiben la respiracion,
logrando asi matar a las bacterias presentes en la superficie de los explantes

3 Tritén X-100 (agente surfactante), con una concentracién de 3 ml.I™, actia
en la disminucién de la tension superficial, permitiendo la penetracién de las
otras sustancias desinfectantes, eliminando las ceras de las plantas.

4 Agri-mycin 500 ®, el cual estd compuesto por antibidticos como sulfato de
estreptomicina, clorhidrato de oxitetraciclina y sulfato tribasico de cobre
monohidratado, resulta muy importante para la eliminacion de bacterias.

4l Fungicida Captan® es superficial, preventivo de amplio espectro con
actividad preventiva y curativa y absorcién via radicular y foliar. Interfiere
en el mecanismo de respiracién de los hongos por lo que inhibe la
germinacién de las esporas y dificulta el crecimiento y desarrollo micelar.

4l Fungicida Benomilo ® es sistémico y cuyo ingrediente activo es el benomil
de amplio espectro, no téxico para plantas, que actla sobre una gran
variedad de hongos, como: Ascomicetos, Deuteromycetos y Basidiomicetos.
Es un inhibidor eficaz en la division celular de los hongos; actia
interfiriendo en la sintesis del ADN, la mitosis y el mecanismo de trasmisién
de mensajes genéticos del ADN a ARN, pero también actia sobre tubos
germinativos de esporas, distorsionandolos e inhibiendo el crecimiento,
genera una fina capa protectora que impide la germinacion de nuevas
esporas
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Tabla 1.SALES DEL MEDIO DE CULTIVO CONOCIDO COMO SH (Schenk & Hildebrandt 1972)
SOLUCIONES DE MACRO Y MICROELEMENTOS, CONCENTRADAS 100X

NOMBRE DEL FORMULA 11 P.M (g) CANTIDADES PARA UN LITRO EN

COMPUESTO (8) MASA (mg) MOLES (Mm)
SOLUCION A:  NITRATOS
Nitrato de Potasio KNO3 250 101.108 2500 24.72
Fosfato de Amonio NH4H,PO,4 30 115.0 300 2.609
SOLUCION B:  SULFATOS
Sulfato de Magnesio MgS0,4.7H,0 40 246.498 400 1.623
Sulfato de Manganeso | MnSQO,4.H,0 1 169.01 10 0.059
Sulfato de Zinc ZnS0,4.7H,0 0.1 287.54 1.0 3.48x10°3
Sulfato de cobre CuS0,.5H,0 0.02 249.68 0.2 8.01x10™
SOLUCION C: HALOGENOS
Cloruro de Calcio CaCl,.2H,0 20 147.02 200 1.3603
Yoduro de Potasio Kl 0.01 166.01 1.0 6.024x107
Cloruro de Cobalto CoCl,.2H,0 0.01 237.93 0.1 4.203x10™
SOLUCION D: AC.BORICO,MOLIBDATO
Acido bérico H3BO3 0.50 61.83 5.0 0.081
Molibdato de Sodio Na,Mo00,.2H,0 0.01 241.95 0.1 4.133x10°3
SOLUCIONE: QUELANTES
Sulfato ferroso FeS0O,4.7H,0 2 278.028 15 0.054
NazEDTA C10H14N2010Na2.2H20 1.5 372.30 20 0.054
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Tabla 2.SALES DEL MEDIO DE CULTIVO CONOCIDO COMO B5 (Gamborg et al, 1968)

SOLUCIONES DE MACRO Y MICROELEMENTOS, CONCENTRADAS 100X

NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA P.M (g) CANTIDADES PARA UN LITRO EN
MASA (mg) MOLES (Mm)
SOLUCION I: NITRATOS
Nitrato de Potasio KNO; 101.108 2500 24.726
Sulfato de Amonio (HN4),S04 132.146 134 1.014
SOLUCION II: SULFATOS
Sulfato de Magnesio MgS0,4.7H,0 246.498 250 1.014
Sulfato de Manganeso MnS0QO,4.H,0 169.01 10 0.059
Sulfato de Zinc ZnS0,4.7H,0 287.54 2.0 6.955x107
Sulfato de cobre CuS04.5H,0 249.68 25ug 1.001x10™
SOLUCION IlIl: HALOGENOS
Cloruro de Calcio CaCl,.2H,0 147.02 150 0.020
Yoduro de Potasio Kl 166.01 0.75 4.518x107
Cloruro de cobalto CoCl,.6H,0 237.93 25 pg 1.050x10™
SOLUCIONIV:  FOSFATO, AC.BORICO, MOLIBDENO
Fosfato de Sodio NaH,P04.H,0 138.02 150 1.087
Acido bérico H3BO; 61.68 3.0 0.048
Molibdato de Sodio Na,Mo00,.2H,0 241.95 250 pg 1.033x10°
SOLUCION V: QUELANTES
Sulfato ferroso FeSO.,. 278.21 28.1 Sequestrene 330Fe
(FeDTPA)

Na, EDTA C10H14N,0gNa;.2H,0 372.30 37.4 0.0753
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TABLA 4.SOLUCIONES CONCENTRADAS (100X) DEL COCTEL DE VITAMINAS CONOCIDO COMO:

NOMBRE DEL FORMULA P.M (g) CANTIDADES PARA UN LITRO 100ml

COMPUESTO MASA (mg) MOLES (Mm)
Vitaminas SH
Myo-Inositol CeH1206 180.20 1000 5.55 10
Tiamina-HCI C12H17N4OSCI*HCI 337.30 5.0 0.015 0.05
Ac. Nicotico CsHegNO, 123.10 5.0 0.041 0.05
Piridoxina-HCI CsH11NO3 *HCI 205.60 0.5 2.34 uM 0.005
Vitaminas Nitsch
Myo-Inositol CsH1,06 180.20 1000 5.55 10
Tiamina-HCl C12H17N4OSCI*HCI 337.30 5.0 0.015 0.05
Ac. Nicotico CsHgNO, 123.10 5.0 0.041 0.05
Piridoxina-HCI CsH11NOs *HCl 205.60 0.5 2.34 uM 0.005
Biotina C10H16N203S 244 005 | - 0.0005
Ac. Folico C19H19N706 417 o5 | e 0.005
Glicina C,HsNO, 75 20 | - 0.02
Vitaminas Kao ©
Acido P-Aminobezoico CsHsNO, 20.01 2.0
Acido L-Ascorbico CsHsOs6 176 200
Biotina-D C10H16N203S 244 1.0
Pantotenato de Calcio CigH3,CaN,04g 476.53 100
Cloruro de colina (CH3)sNCH,CH,OHCI 139.63 100
Vitamina B12 Ce3HgsCoN14014P 1355.42 2.0
Acido folico C19H19N705 417 40
Myo-Inositol CsH1,06 180.20 10,000
Nicotinamina CegHgNO, 123.10 100
PirodixinaeHCI CsH11NO3 *HCI 205.60 100
Riboflavina C17H,0N4NaOgP-2H,0 514 2.0
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TiaminaeHCI C12H17N4OSC|*HC| 337.30 100
Vitamina A CyoH300 286 1.0
TABLA 5. SOLUCIONES PARA AJUSTAR pH

NOMBRE DEL FORMULA P.M (g) CANTIDADES PARA UN LITRO 100ml

COMPUESTO MASA (mg) MOLES (Mm)
Soluciones para ajustar el pH del medio
Hidréxido de Sodio NaOH 40 1N=40g.I" 1M=40g.I" 4.0g
Acido clorhidrico HCl 35.46 1N=83.5g.I" 1M=36.46 g.I"* 8.35 ml
TABLA 6.SOLUCIONES CONCENTRADAS (100X) PARA PREPARAR FITOHORMONAS COMO:

NOMBRE DEL ABREVIATURA FORMULA P.M (g) 100ml
COMPUESTO
COMPUESTOS ORGANICOS
Auxinas
Acido 2,4-Diclorofenoxiacético 2,4-D CgHsCl,03 221 10
Acido a-Naftalenacético ANA C12H100; 186.2 10
Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico Picloram
Cinetinas
6-Bencilaminopurina BAP C1oH11Ns 225.3 10
Cinetina (6-furfurilaminopurina) Kin C10HgN;50 215.2 10
TABLA 7. SACAROSA COMERCIAL
NOMBRE DEL FORMULA P.M (g) CANTIDADES PARA UN LITRO (g)
COMPUESTO
Sacarosa comercial C12H2,011 342.31 15
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TABLA 8.SOLUCIONES PARA LA PREPARACION DEL SUSTRATO DE X-GLUCC™

REACTIVO CONCENTRACION(mM) STOCK 10X CANTIDADES PARA 25 ml DE SUSTRATO(mI)

Amortiguardor de fosfatos de 100 1M 2.5

sodio (pH 7.0y 8.5)

EDTA 10 100mM 2.5

Ferrocianuro de Potasio 0.5 5mM 2.5

Ferricianuro de Potasio 0.5 5mM 2.5

Tritén X-100 0.5 5mM 2.5

X-Gluc* 1mg 5mM 25mg

*Se tiene que disolver en DMSO previamente

La mezcla se afora a 25 ml con agua desionizada estéril y su almacenamiento es a-20°C

SOLUCIONES PARA LLEVAR A CABO LA EXPRESION TRANSITORIA

a) Buffer “2”*

REACTIVO CONCENTRACION CANTIDAD EN (g) PARA 500 ml
Fosfato de Sodio (monobasico) 40 2.76
Fosfato de Sodio (dibasico) 60 2.46
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Cloruro de Potasio 10

0.37

Sulfato de magnesio (heptahidratado) 1

0.12

*El pH se ajustaa 7.0 u 8.0

b)Etanol al 70%

CANTIDAD DE ETANOL ABSOLUTO (ml)

CANTIDAD DE AGUA DES/EST (ml)

350

150

¢) Mezcla de Acetona-Metanol (1:3)

CANTIDAD DE ACETONA (ml)

CANTIDAD DE METANOL (ml)

166

498

d) Glicerol al 50%*

CANTIDAD DE GLICEROL ABSOLUTO (ml)

CANTIDAD DE AGUA DES/EST (ml)

250

250

*Esterilizar en autoclave durante 18 min a 1.3Kg/cm'2
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Plasmido utilizado para la transformacion genética de Taxus globosa mediante Agrobacterium tumefaciens.

BspHl (11715) Asel (90) Sacl (98) Kpnl (406) Ecod7Ill (755)

EcoRV (11290)
' LB

Stul (1865)

355

Narl (10029)——
PshAl (2462)

EcoNl {9553)—

pEarleyGate 103(C-GFP-HIS) el (3108)
Bsiwl (9128)—
GATEWAY col (3409)

Srfl (3976)
BstXl (4089)

GFP

Hi Bsu36l (4650)
Aflll (4758)

' Dralll (5118)
Avrll (5130)
Xbal (5140)
Pacl (5149)

Pmel (6114) Pvul (6027) Hindlll (5904) Sse83871 (5891) Eam1105I (5866) BstEll (5741)
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Plasmidos utilizados para la transformacion genética de cultivos celulares de Taxus Globosa mediante Biobalistica

Promotor
CalMV 358

Gen reportero
uidA

Promotor
CaMV 358

Gen par
poliA 35S promoter

poliA LAC Z ALPHA
MCS NOS polyA
CAMV3sS . & , TBORDER(R)
pBR 322 ori HYG(R) .
PCAMBIALSD VST Sta
POLYASITE —
TBORDER(L)
kanamycin (R) \
g pVS1-REP
pBR322 ori
pBR322 bom site
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