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RESUMFN I 

RESUMEN 

ArT!)oraclalaflilthlfQ!¡a es uno de los dos géneros de cuya raiz se extraen las enzimas 
peroxidasas de una forma comercial. Las peroxidasas tienen la siguiente clasificación 
internacional E C. 1 111 7. donador: peroxido de hidrógeno oxidorreductasa. POD; siendo 
una gran familia de Isoenzimas que se encuentran fundamentalmente en todas las plantas 
superiores. Debido a los requerimientos de infraestructura y materia prima. que representa la 
extracción por métodos tradicionales de los metaboiitos vegetales. se ha pensado en la 
biotecnologia vegetal. especificamente en el método de cultivo de tejidos vegetales para la 
micropropagación del rábano, para de ésta forma producir el meta bolito de interés, que en 
este caso fueron las enzimas peroxidasas. 

Se trabajó con dos cultivos: rábano comercial, y rábano transgénico; ambos en estado joven 
(8 semanas) y viejo (de más de 6 meses). a los cuales se les aplicaron tratamientos con 
totoperiodo y sin fotoperiodo, en dos medios de cultivo el de Murashige y Skoog (MS) y el de 
tuberización 

Las variables cuantificadas para determinar al mejor sistema de cultivo fueron: Número, 
longitud y diámetro radicular, los datos obtenidos se evaluaron estadísticamente mediante el 
análisis de varianza. Posteriormente se realizó la medición de la actividad enzimática de las 
peroxídasas. 

Los mejores medios de propagación para ambos cultivos fueron el medio MS liquido y el 
medía de tuberización liquido. El cultivo que tuvo mayor producción de peroxidasBs totales 
fue el rábano transgénico joven en un medio de tuberización liquido. 
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1.- INTRODUCCiÓN 

Armoracia lapathifolia nombre científico del comúnmente llamado rábano picante ó rabano 
blanco del Japón, es uno de los vegetales que tiene un uso múltiple en la sociedad actual, ya 
que se ha empleado desde tiempos remotos, utilizándose toda la planta de la hoja hasta la 
raíz. 

A esta planta se le han dado diversos usos como son: El consumo como condimento de 
rábano verde en el sushi, también se utiliza por su sabor fuerte parecido al de la mostaza, que 
le confiere un característico sabor picante por lo que se le da el nombre de rábano picante, 
este sabor lo adquiere por un compuesto azufrado de las raíces ralladas, que al ser mezclado 
con vinagre, aceite o mayonesa es consumido como condimento principalmente en los paises 
Europeos (Shamel, 1999). 

La raíz del género Armoracia tiene una gran importancia ya que es empleada para extraer 
metabolitos primarios como son las enzimas peroxidasas, ó secundarios como el isotiocinato 
de etilo (C3H5CNS), los cuales son empleados en la industria de los alimentos asl como en la 
farmacéutica, entre otras (Font Quer, 1973). 

La obtención comercial de metabolitos se realiza principalmente mediante el procesamiento 
de la planta completa. La manufactura de tales compuestos tiene asociados numerosos 
problemas, como son los suministros de materia prima los cuales pueden tener gran variación 
debido a los cambios ambientales, por tal motivo se necesita una cantidad muy grande de 
materia prima, por ejemplo para extraer 100 Kg de teobromina se necesitan 12 toneladas de 
cascarilla de cacao y una fuerza de trabajo de 220 horas (Schwyzer, 1946). En el caso del 
rábano se requieren 10 millones 896 mil I<g de ralz para producir 22 mil litros de condimento 
anualmente en E. U. A. (Silverspringgardens, 2001), en este tipo de extracción industrial, la 
obtención máxima del producto es relativamente fija y dificil de mejorar. Estos problemas son 
conocidos desde hace tiempo, por ello se ha propuesto como alternativa el cultivo de tejidos 
vegetales (Loyola 1985) ya que esta técnica tiene como objetivo básico la producción rápida a 
gran escala de individuos genéticamente idénticos al individuo de partida y perfectamente 
sanos (Bu'Loock, 1991). 

Por esta razón se encuentra una tendencia de investigación, dirigida a la producción de 
metabolitos vegetales a partir de cultivo de tejidos in vitro (Taylar, 1998), esto con el fin de 
optimizar las velocidades de crecimiento por medio de la reformulación de medios de cultivo y 
la modificación de las condiciones ambientales como son: la luz, la temperatura, la 
oxigenación del medio, la magnitud del ciclo de crecimiento, así como las condiciones 
atmosféricas (Loyola 1985). 

Dentro de los metabolitos vegetales de interés se encuentran las enzimas, de las cuales 
durante muchos años se han hecho preparaciones rudimentarias. Sin embargo, la extracción 
industrial de enzimas a partir de plantas es a menudo dificil y requiere equipo pesado para 
macerar y moler el material típicamente fibroso. Los sistemas de molienda comunes por lo 
general son insuficientes, excepto en los casos donde la fuente de materia es el tejido de las 
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hojas y es posible usar molinos de martillo de uso rudo modificados, este tipo de molinos 
requiere de un espacio aislado con caracteristicas especificas (Schwyzer, op cit). Por la 
infraestnuctura y el costo que esto representa se ha pensado como alternativa de producción, 
a la biotecnologia vegetal, en particular al cultivo de tejidos vegetales. 

Esta técnica aporta una ventaja en la extracción de enzimas ya que por medio de cultivo de 
células y órganos como raices, es posible mantener cultivos de propagación masiva o en 
biorreactores (Quintero, 1993), en donde se puede cosechar continuamente las células o los 
órganos para la extracción, usando sistemas de transporte activo, siendo estos más fáciles de 
manejar ya que son menos fibrosos que los tejidos cultivados tradicionalmente, otra ventaja 
de el cultivo de tejidos vegetales es que, se pueden producir enzimas que se secreten al 
medio haciendo una extracción más eficiente del metabolito de interés por medio de 
biorreactores (Taylor, 1998; Jiménez, 1996). Sin embargo para desarrollar el cultivo en 
biorreactores, se requiere de la optimización del material biológico, del medio de cultivo, y del 
sistema del biorreactor (Payne, 1992) para asi poder tener una buena producción del 
metabolito de interés. 

Parte de este trabajo está dedicado a la producción de las enzimas peroxidasas, ya que éstas 
son utilizadas para diversas actividades, como: en la industria de los alimentos, en diferentes 
análisis quimicos e inmunológicos (Nakane, 1974), en la fisiología celular, en bioquimica, yen 
el manejo de aguas residuales (Henry, 1974, Klibanou et al ,1983), entre otros. 

Las peroxidasas pertenecen a una gran familia, de glicoproteinas que contienen un grupo 
hemo en el sitio activo teniendo la función primaria de oxidar compuestos a expensas de 
peróxido de hidrógeno. Se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas superiores 
donde se pueden encontrar una gran variedad de isoenzimas originadas por el efecto de la 
diversidad genética, modificaciones postraduccionales (Prado, 1999). 

En cultivo de tejidos vegetales se han realizados estudios diversos para producir peroxidasas 
en una forma biotecnológica, empleando diversos inóculos como son: el cultivo de callos, el 
cultivo de células y el cultivo de raices principalmente. 

Por la importancia que representa la especie Arrnoracia lapathifolia se han desarrollado 
diversos grupos de investigación en los que encontramos a Uozumi y colaboradores (1994) 
quienes se dedican a la micropropagación vegetal y producción de lineas altamente 
productoras de peroxidasas, asi como Taya el. al. en 1989, que se dedicaron a la 
transformación del material genético, transformando las ralces (hairy roots), que son 
trans~ormaciones inducidas por infección con Agobacterium rhizogenes, estas raices pueden 
tener proliferación activa con fenotipos estables y son productores prometedores de 
metabolitos útiles (Repunte, et al 1993), otra línea es representada por Host et al en 1998 y 
Shahangian et al en 1982 entre otros, quienes se han preocupado por estudiar la 
caracterización y separación de las isoenzimas presentes en los extractos vegetales, hay 
también varios grupos que han desarrollado diversas formas de cuantificación enzimática 
(Kuo y Frodouschi, 1988; Kuan et al 1993). 
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Existen innumerables trabajos sobre peroxidasas vegetales, simplemente en la década 
comprendida entre 1970 y 1980 se publicaron 1488 trabajos, y para la siguiente década 
(1980-1990) el número de trabajos se triplica a 3293, para los noventas la producción de 
trabajos sigue aumentando y se crean publicaciones especializadas y el simposio 
internacional de peroxidasa vegetales que se realiza cada tres años iniciando en Dinamarca 
en 1993. Los trabajos son principalmente de aspectos fisiológicos, propiedades cinéticas, 
aprovechamiento industrial y sus aplicaciones anallticas. (Lobarzewski 1995) 
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11.- ANTECEDENTES 

2.1.- La biotecnologla vegetal y sus diferentes áreas. 

La biotecnologla vegetal es una técnica importante ya que utiliza agentes biológicos. sistemas 
o materiales para producir bienes y servicios para el mercado, industria o comercio (Scragg, 
1996). A partir de esta definición podemos dividir a la biotecnologla vegetal en cuatro áreas 
principales: 

1.- Bioprocesos. Que incluyen la fermentación como medio para producir vinos; pan y 
productos farmacéuticos. 
2.- Cultivo de tejidos. El cual comprende el cultivo de partes de plantas "in vi/ro" para su uso 
en propagación, control de agentes patógenos, conservación de germoplasma, selección de 
plantas con medios especlficos de cultivo o para la inducción de variabilidad genética. 
3.- Inmunología. Que incluye el uso de anticuerpos para la detección de agentes causales de 
enfermedades en plantas. 
4.- Ingenierla genética. Que a través del fitomejoramiento clásico del uso de DNA 
recombinante, marcadores moleculares y otras técnicas relacionadas permiten la 
identificación, aislamiento, modificación, transferencia y expresión de genes de un organismo 
a otro, (Cortinas, 1997). 

2.2.- Cultivo de tejidos vegetales 

El cultivo de tejidos vegetales es una área de la biotecnologla que tiene como objetivo básico 
la multiplicación asexual, rápida y a gran escala, de individuos genéticamente idénticos al 
individuo de partida (clones), perfectamente sanos, (Ducreux.1984) en condiciones asépticas 
y controladas, (Alferman, 1995). 

En la actualidad las propiedades únicas de regeneración de las plantas y su potencial 
bioquímico se utilizan esencialmente en 3 vertientes: Propagación de plantas "in vitro", 
producción de metabolitos vegetales y la utilización de ADN recombinante. 

2.2.1.- Propagación de plantas in vitro. 

Es una micropropagación que utiliza técnicas de cultivo de órganos (ápices, yemas, 
meristemos, ralces, etc.), tejidos (parénquima, colénquima, callos, etc.), (Brown, 1989) y 
células (protoplastos, microsporas u óvulos) para lograr la multiplicación masiva e ilimitada de 
plantas (Webb, 1987); ésta técnica se lleva a cabo mediante la fragmentación del tejido el 
cual posteriormente genera plantas completas de estos fragmentos, éstos procesos se 
realizan en condiciones artificiales y controladas (Lozoya, 1985), lo que favorece la 
producción de organismos vegetales modelo, para estudios fisiológicos, bioqulmicos y 
genéticos, además se pueden obtener plantas libres de agentes patógenos. Este método ha 
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sido ampliamente utilizado en un gran número de especies de plantas, como las hortalizas 
(del orden cruciales al que pertenece el género Armoracia lapathifolia.), las plantas de ornato, 
cereales, y de importancia forestal (Webb, op cit.). 

La propagación vegetal consta de las siguientes fases de micropropagación: 

Fase O. - Es el precultivo de materiales parentales, aqul se da la preparación de la planta 
madre o de los inóculos, para disminuir los niveles de contaminación por microorganismos y 
se preparan los tejidos para una multiplicación más eficiente. 
Fase 1. - Es el establecimiento o iniciación de cultivos asépticos, que debe considerar los 
siguientes puntos: Desinfección, corte e incubación de los inóculos, debe vigilarse 
continuamente la contaminación para evitar problemas en las fases subsecuentes. 
Fase 11. - Es donde se da la multiplicación por medio de: inducción de brotes axiales, brotes 
adventicios, embriones somáticos directos o indirectos, producción de callos y organogenesis. 
Fase 111.- Es el enraizamiento y preadaptación de microcortes "in vitro". 
Fase IV.- Trasplante a tierra y adaptación de microcortes o de plántulas previamente 
enraizadas, se pueden transferir a mezclas de suelo o a substratos artificiales, que se 
encuentren en cuartos de crecimiento o invernaderos (Murashige, 1974. Lechuga, 1994). 

2.2.2.- Producción de metabolitos vegetales. 

Todas las plantas producen sustancias naturales. Muchas de ellas, acumulan sustancias en 
cantidades lo suficientemente altas, para ser utilizadas como fuentes de compuestos qulmicos 
económicamente importantes. Estas substancias generalmente son clasificadas como 
metabolitos primarios o secundarios. Los metabolitos primarios son substancias de amplia 
distribución en la naturaleza y se encuentran en la mayorla de los organismos. Los 
metabolitos secundarios, son substancias que se derivan biosintéticamente de los 
componentes del metabolismo primario (Arellano, 1995). 

Obtención de los metabolitos vegetales. 

La obtención comercial de los metabolitos vegetales se realiza mediante la extracción apartir 
de plantas completas. Pero la manufactura de tales compuestos tiene asociados, numerosos 
problemas como son, los suministros de la materia prima que pueden ser erráticos debido a 
calamidades naturales, tales como variaciones del clima, por ejemplo en México la sequla es 
la responsable de la pérdida anual del 30 % de la cosecha del malz, o a la perdida de los 
cultivos debido a las plagas, donde se tienen pérdidas superiores a 2500 millones de dólares 
anuales (Cortinas, 1997). Una sola plaga, la de chapulln alcanza a perjudicar a 16 estados en 
la Republica Mexicana en una temporada, causando la perdida de más de tres mil hectáreas 
tan solo en el estado de Zacatecas ( Amador, 2000). Además, la obtención máxima de 
producto es relativamente fija y dificil de mejorar. Estos problemas son conocidos desde hace 
tiempo; por ello se ha pensadO en la biotecnologla vegetal como una buena alternativa de 
producción, de metabolitos vegetales (Loyola, 1985). 
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El cultivo de tejidos vegetales puede ser por sus caracteristicas, un sistema de suministro 
continuo y homogéneo de substancias naturales, ya que se pueden mantener y manipular a 
los inóculos vegetales, en una etapa de su desarrollo fisiológico, lo cual dará un cultivo 
uniforme debido a las condiciones controladas, a demás, que los cultivos en suspensión se 
pueden manipular de manera análoga a los procesos tradicionales de fermentación (Loyola, 
1985), a partir de masas celulares (Brown, 1989), o de células en biorreactores para la 
biotransformación de productos (Sfu:kigt, 1995). 

2.2.3. - Transformación de ADN recombinante. 

El ADN se utiliza para modificar genéticamente a las plantas en particular en cultivos 
agrícolas (Bro,'m, 1989). La transformación genética es la penetración de nuevo material 
genético a una célula y su integración y expresión en el genoma de esta. 
Estos estudios han contribuido al fitomejoramiento, al desarrollar diversas variedades de 
plantas transgénicas para resistir enfermedades, ataques por insectos y herbicidas (Cortinas, 
1997). 

Otra aplicación se encuentra en la creación de alimentos vegetales con un mejor 
procesamiento yl o caracterlsticas nutricionales; en 1992 la Monsanto Company logró insertar 
exitosamente un gen en la papa Russet Burbank, que incrementó el contenido de almidón y 
redujo la absorción de aceite durante el freido, asi como el contenido de aceite en el producto 
terminado. 

y en 1994 la administración de alimentos y fármacos de los Estados Unidos (por sus siglas en 
ingles FDA) permitió la comercialización de varios productos enteros entre los que se 
encuentra el jitomate de lenta maduración Flaur Saur, al cual se le desactivo el gen para la 
poligalacturonasa, que es la enzima responsable del ablandamiento (Brewer,1999). 

Pero no solamente se pueden crear plantas sino también órganos transgénicos, como raices 
transgénicas (hairy rools), que son transformaciones inducidas por infección del plasmido Ri 
de Agrobacterium rhizogenes, para integrar el T-ADN en la raiz de la planta (Saitou, 1991), 
estas raíces pueden tener proliferación activa con fenotipos estables y son productores 
prometedores de metabolitos primarios y secundarios útiles (Repunte, et all. 1993). 

2.3. - Armoracia lapathifolia (Gilibert) y su importancia 

2.3.1. - Clasificación taxonómica y descripción 

Armoracia lapathifolia (Gilibert) 

Sinonimia. Cochlearia armoracia (Lineo). 

Nombre común: rábano picante, rábano magistro o vagistro, silvestre o salvaje, Cochlearia 
armoracia, rábano rusticano, rábano blanco japones. 
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Clasificación taxonómica: 
División: Spennatophyta. Clase: Dicotiledónea. Orden: cruciales. Familia: Cruciferae. Genero: 
Annoracia. Especie: lapathifolia. 

Descripción. 

Planta perenne, cultivada a menudo como anual o bianual (Font Quer, 1973), su número 
cromosómico es 2n = 32 (Naturhistoriska, 1997), tiene una raiz larguisima que puede 
alcanzar hasta 1 metro, cilindrica con un diámetro de 5 centimetros (Alcázar, 1957), con la 
corteza rugosa y amarillenta, interiormente es blanca, algo fibrosa; con sabor acre muy 
intenso (Tamaro, 1977). Su Tallo es robusto (Font Quer, op cit.), Y ramificado de hasta 1.2 m 
de altura o más si el suelo lo favorece. 

Las hojas basales tienen el peciolo largo, son muy grandes miden entre 30 y 50 cm de 
longitud son ovales en la base y dentadas o festonadas en el borde; las superiores son 
angostas y de bordes dentados o casi enteros (Alcázar, 1957) 

Florece de mayo a junio según las condiciones climáticas en la que se desarrollan. Las flores 
son blancas, formadas por un cáliz de 4 sépalos cóncavos libres y cruzados, los 4 pétalos 
cruzados sin adherencia alguna quedan sueltos por lo que se les llama abiertos, con 6 
estambres de los cuales 4 son más largos, y de lOa 40 óvulos. Las flores se agrupan en 
ramilletes blancos, son numerosas, de olor agradable y de hasta un centimetro de diámetro 
(Alcázar, op cit.), son polinizadas por el orden himenóptera. El fruto es del tipo silicula, éste es 
oval, globuloso, áspero, las valvas son obtusas y convexas, y se encuentran sostenidas por 
peciolos largos; con varias semillas que no son, sin embargo fértiles ya que no maduran en 
las plantas cultivadas (Tamaro, 1977). 
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2.3.2.- Historia 

Es una planta que tiene su centro de origen en el sureste de Rusia y en la parte 
austroccidental de Asia. (Japón y China). En la edad media fue introducido en Europa y se 
utilizó como remedio de diversas enfermedades, en España se conoce desde antes del siglo 
XII denominándolo rábano gallego. Con el descubrimiento de América los colonizadores y 
emigrantes (principalmente alemanes) lo introdujeron en varios paises de Amárica, como son 
Canadá, EE.UU. y Chile. 

2.3.3.- Importancia económica 

El hombre cultiva y consume la ralz cocida o cruda; y la utiliza para elaborar una especie de 
mostaza, (Alcazar, op cit., Schamel, 1999). Tienen un sabor fuertemente acre y picante, que 
recuerda al de la cebolla, intenso sobre todo cuando se machacan, hasta el punto de 
provocar el lagrimeo. 

En el noreste de China se cultiva actualmente en las zonas de Bojing, Heilongjiang, Jilin y 
Liaoninig, (Mobot,1999). En este continente se consume desde hace mucho tiempo; tanto que 
es el encurtido más importante que se utiliza en la elaboración del sushi, conocido como 
wasabi (pasta de rábano verde). El wasabi tiene una gran importancia económica ya que 
puede tener un costo aproximado de 3.45 dólares por 28.7 gramos (aproximadamentel onza, 
Schamel, 1999). 

También se emplea en medicina tradicional, principalmente europea como antiescorbútico, 
como aperitivo y digestivo por estimular las secreciones de la mucosa gástrica 
(antidispeptico), (Alcazar, op cit., Horseradish, 2001), como diurético y para combatir la 
hidropesla, también se utiliza contra el raquitismo y el escrofulismo, solo o combinado con el 
yodo. (Font Quer, 1973). Por esta forma de uso en Europa se pueden adquirir en la medicina 
tradicional cápsulas de rábano picante, con un costo de 7.96 dólares por un frasco con 100 
cápsulas y esencia de rábano picante con un costo de 10 dólares el bote con Yo de onza ( 
Unige, 1999). 

Los paises con mayor producción en Europa son Francia Alemania (Shamel 2001) Y Holanda 
mientras que en América son los Estados Unidos de América con una producción es de 6,000 
toneladas en 2,717 acres en un tiempo de plantación de 7 meses en promedio, (hort, 1999) y 
Canadá (Terryshorseradish, 1999). 

Se pueden encontrar empresas tanto en Europa como en América que se dedican a la 
producción de rábano picante como condimentos alimenticios, estos los venden enfrascados 
como se consume en México la mostaza. 
En Europa se encuentra una de las empresas más antiguas, en el pais de Alemania la 
compañia "Herzlich willkommen" la cual empieza su producción en 1656 (Shamel op cit.) 

En Canadá se encuentra la empresa "Terry·s horseradish" que produce 6 diferentes 
condimentos alimenticios en presentaciones de frascos de 5 gramos, desde mediados de 
siglo XX. 
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En los Estados Unidos de América también podemos encontrar a la compañia "J.R. Kelly 
company" que comercializa la raiz de rábano en costales o bolsas. 

Importancia alimenticia de la raiz. 

La raiz contiene peroxidasas, además el mismo glucósido sulfurado que la mostaza 
negra, la sinigrina, y el fermento mironato (mirosina) que lo descompone para producir la 
esencia de mostaza, el isotiocinato de etilo (que es un producto sulfurado). 
La sinigrina y la allicina son sustancias antibióticas (Schamel, op cit.) 
También presenta asparagina, glutamina, arginina. 
En sus cenizas se puede encontrar: sodio, fierro, nitratos, sulfatos y fosfatos de potasio, 
calcio y magnesio. 
También contiene Vitamina e que se aprovecha cuándo se consume cruda en ensalada, 
vitaminas 6" B" Y B6; asi como aceites esenciales (Font, 1973). 

2.4.- Producción de enzimas vegetales. 

Por muchos años se han hecho preparaciones rudimentarias de enzimas vegetales. Sin 
embargo, la extracción de enzimas a nivel industrial a partir de plantas es a menudo dificil y 
requiere equipo pesado para macerar y moler el material tipicamente fibroso. 
Los sistemas de molienda comunes por lo general son insuficientes, excepto en los casos 
donde la fuente de materia es tejido de hojas, es posible usar molinos de martillo de uso rudo 
modificados. Este tipo de molinos estan compuestos de cuatro barras cuadradas de acero 
llamadas cruz, que giran a una velocidad de 1500 a 2000 vueltas por minuto, proyectando el 
material a moler contra una parrilla cilindrica compuesta por un gran número de barras con 
aristas vivas. Un tamiz separa el polvo de la fibra que vuelve al molino (Schwyzer, 1946). La 
cantidad de material vegetal que se emplea para la extracción es de toneladas y se obtienen 
kilogramos de enzima, para lograr esto se requiere de una gran cantidad de reactivos 
(sustancias quimicas) para su separación y purificación, además de una gran cantidad de 
horas hombre de trabajo. 
Los primeros métodos de separación y purificación empleados son, la solubilización y los 
métodos cromatográficos como la filtración en gel, intercambio iónico y la cromatografla de 
afinidad (Lobarzewski, 1995). 

2.4.1.- Selección de plantas para la producción de enzimas. 

Obviamente, la selección de los organismos productores es la clave de los resultados 
satisfactorios en un proceso enzimático, para esto es necesario tener en cuenta las siguientes 
caracteristicas: 

Se requiere de un organismo productor estable. 
Que no presente demasiados problemas de salud y otros relacionados. 
Que no demande atención en sus necesidades de crecimiento, de modo que represente 

bajos costos de producción. 
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La productividad enzimática debe ser alta. 
No debe producir toxinas o antibióticos (Scragg, 1996). 

2.5.- Las peroxidasas. 

Son enzimas que han tenido un amplio estudio en el cultivo de tejido vegetales. 
Las peoxidasas tienen la siguiente clasificación intemacional E.C. 1.11.1.7. donador: peróxido 
de hidrogeno oxidorreductasa, POD; son una familia de isoenzimas fundamentales en todas 
las plantas superiores. 

Son glicoproteinas monoméricas que contienen un grupo hemo, estas utilizan un H,O, u O, 
para oxidar una amplia variedad de moléculas. (Lagrimini, 1990). Con frecuencia se presentan 
en un gran número de isoformas llamadas isoenzimas, las cuales extienden la actividad 
enzimática; se localizan generalmente en el citoplasma ylo en membranas, pared celular, 
vacuolas, y organelos de transporte; en la mayorla de los casos se ha determinado que estas 
isoenzimas son producto de diferentes genes. (Prado et al. 1999) 

Estas enzimas son particularmente abundantes en los rizomas de dos especies de rábano 
picante: Armoracia lapathy!olia (Gilib) y Armoracia rusticana (Gaert, Mey y Scherb), dichas 
plantas son utilizadas actualmente para la extracción de la enzima a nivel comercial (Yamada, 
Y. 1987), obteniendo el extracto crudo que es una mezcla de todas las isoenzimas, o las 7 
isoenzimas purificadas (Arellano op cit.) 

Importancia económica de la peroxidasa. 

La importancia económica de las peroxidasas radica en sus diferentes usos, estos incluyen el 
análisis quimico, el análisis inmunológico, también se utilizan en la industria de tratamiento de 
aguas residuales (Muralikrishna, 1993; Massey, 1994), también ha sido utilizada en la 
industria de alimentos para estimar el proceso de blanqueado debido a que son de las 
enzimas más estables al calor y pueden ser causa de cambios por deterioro por 
almacenamiento (Prado et al 1999), en los procesos de decoloración usados en la industria 
en la elaboración de papel y en la industria textil (Egorov, 1995), también se emplean en 
estudios moleculares y genéticos, además de su importancia en la fisiologia vegetal 
(Schnieder 1995). 

La purificación de las enzimas peroxidasa para uso industrial a partir de métodos 
tradicionales, ha sido utilizada por las compañias, Merck, Boehringer, Sigma, Aldrich, Fluka y 
Glycobiology, las cuales comercializan la enzima pura, sus isoenzimas, y conjugados. 
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Análisis químico. 

En el análisis químico se utilizan principalmente en las pruebas siguientes donde el peroxido 
de hidrógeno es uno de los productos formados por la reacción. 

Colesterol + 0, + H,O -----~~Colesten- 4,3-ona + J::!.,º, 

Glucosa + 0, +H,O ------l~.. Ácido glucónico + H,O, 

Lactosa + B galactosidasa ------I~ Ácido galactónico + !:i:>º, 

Maltosa +n glucosidasa ------.~ Ácido glucónico + H,O, 

Sacarosa + inverlasa -------+~ Ácido glucónico + !:i:>lli 

Fenoles + H,O, ------l~ .. Concentración estequiométrica de fenoles oxidados 

Esteres de colesterol + Colesterol esterasa -----.~ Colesterol oxidado + !::b.Q.¡ 

Ácido úrico + 0, + H,O -----~ Alantoina + CO, + H,O, 

Acido acético de ácidos grasos + acetil, co A sintetasa --+ Acetil CoA oxidada + H,O, 

Ácido lactico + lactato dehidrogenasa -----.~ Acido propiónico + NAD+ !::b,Qz 

Ácido pirúvíco + lactato dehidrogenasa +NADH2 ----.~ Acido pírúvico + NADH2 + H,O, 

Amino ácidos + Amino ácido oxidasa ---.~ Animo ácidos oxidados + !::bQ¡ 
(Lobarzewski, 1995) 

El peróxido de hidrógeno se mide comúnmente con peroxidasa mediante procedimientos 
colorimétricos sensibles. 

Peroxidasa 
Colorante reducido + H,O,,-------i ... Colorante oxidado + H,O 

En presencia de Mn" y un monofenol adecuado, la peroxidasa cataliza la oxidación de una 
amplia gama de metabolitos, tales como NADH" NADPH, triptofano, ác. oxalacétíco, y el ác. 
indolacético. (Giovanalli,1969; Nakane et al. 1974). 
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Análisis inmunoenzimático. 

Un segundo uso importante se encuentra en el análisis Inmunoenzimático (Cuevas, 1991). En 
donde la enzima funciona como marcador y debido a la reacción que cataliza, da lugar a un 
efecto de amplificación, de forma que cada molécula de enzima activa da lugar a la 
conversión de muchas moléculas de sustrato en producto (Nakane et al, 1974). Algunas 
ventajas de este método son: no se produce radiación durante el marcaje o con los desechos, 
el producto marcado puede tener una vida útil muy larga, el equipo empleado para su 
medición es accesible por que se emplean espectrofotómetros para la cuantificación 
colorimétrica; y el análisis es rápido ya que se completa en unos minutos y es muy preciso ya 
que puede detectarse hasta en cantidades de fentomoles. Su desventaja radica en que los 
constituyentes del plasma pueden influir en la actividad enzimática. Además el análisis de la 
actividad enzimática puede ser más complicado que el que se realiza con radioisótopos 
(Gacesa et al, 1990). 

Importancia en la fisiologia vegetal. 

Las peroxidasas tienen una importante función en la fisiologla vegetal (Cuevas, 1991). En 
particular en la lignificación celular de la pared secundaria por la condensación de alcoholes 
cinamilicos. La plasticidad de la pared celular en las plantas se encuentra estrechamente 
relacionada con la naturaleza y el número de enlaces cruzados entre la matriz de poli meros. 
La presencia de peroxidasa puede disminuir la plasticidad de la pared celular por los enlaces 
cruzados de moléculas de exlensina a través de la formación de enlaces intra e inter­
covalentes entre los residuos de tirosina para formar isoditirosina. Los enlaces covalentes 
cruzados también pueden formarse por la acción de las peroxidasas de la pared celular sobre 
las pactinas o hemicelulosas por formación de puentes diferulato entre los residuos de 
ferulato (Fry, 1986). Las peroxidasas aniónicas se han identificado como las más importantes 
en la actividad de peroxidasa de la pared celular; debido a su alta afinidad por los precursores 
de lignina (Campa, 1991). 

Las peroxidasas moderadamente aniónicas han mostrado tener una alta afinidad por la pared 
celular especialmente por las áreas ricas en lignina; los niveles de estas isoenzimas se 
encuentran cuando la planta ha sufrido daño. 
Las peroxidasas catiónicas tienen poca actividad en la lignificación, pero son capaces de 
catalizar la formación de peróxido de hidrógeno, utilizable para otras peroxidasas, su 
presencia en las raices se ha atribuido a una actividad de protección contra patógenos del 
suelo (Prado, 1999). 

Se ha demostrado también que la actividad de peroxidasas se incrementa con el avance en la 
senescencia de los tejidos fotosintéticos de las principales plantas, con la edad fisiológica de 
las hojas, también el incremento en la actividad de peroxidasa es uno de los indicadores más 
confiables de la madurez y senescencia (Parish 1968; Ford, 1988). 

Las peroxidasas también tienen influencia en el metabolismo de hormonas, tiene actividad 
degradativa del ácido indolacético y alcaloides (Rasmussen, 1997), en la formación de cutina 
y suberina (Dean, 1994). 
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2.5.2. - Aplicaciones 

Tratamiento de aguas residuales 

Se utilizan en el tratamiento de aguas residuales, en donde las peroxidasas son capaces de 
degradar compuestos altamente tóxicos. Son capaces de catalizar la oxidaci6n de un amplio 
número de contaminantes fenólicos (Massey, 1994) entre los que se encuentran 4-clorofenol, 
p-cresol, el pentaclorofenol (Aitken,. 1994) y el 2,4 diclorofenol (Dec, 1994). También puaden 
degradar el color en aguas de desecho en periodos de cuarenta y ocho horas (Ferrer, 1991). 

Catalizan la desulfonación de compuestos como el ácido 3,5 dimetil 4, 
hidroxibencenossulfónico al oxidar sus anillos aromáticos (Muralikrishna, 1993 ), asl como la 
polimerización del carbón en solventes orgánicos (Blinkousky,. 1994), sirven para oxigenar 
tiobenzamidas y tioanisoles mediante la sulfoxidación (Doerge, 1991), oxidan tioles 
(Suensson, 1988), y al ácido indolacético (Pressey, 1990), a demás catalizan la formación del 
herbicida 5-Triacina y la atracina en presencia de peroxido de hidrogeno y del ion 'Cloro 
(Cordewener, 1991). 

Estudios moleculares y genéticos. 

Los estudios de las peroxidasas han tenido aplicación para la obtención de aportaciones 
realizadas a estudios moleculares y genéticos, en los cuales se han determinado las 
secuencias genéticas de DNA de peroxidasas aniónicas de lino, las cuales contienen 1153 
nucleótidos, y 297 amino ácidos con un peso molecular de 31.9 KDa, y un pi 4.5 (Omann, 
1994). 

También las plantas u órganos modificados genéticamente (transgénicos) han ayudado ha 
identificar las secuencias (dominios) relacionados con la inhibición del crecimiento de la 
planta y la actividad tóxica de las peroxidasas, la secuencia esta formada por 192 nucle6tidos 
con un total de 299 ami no ácidos, y puad e ser parte del sitio activo del enzima (Bartonek­
Roxa, 1994). Otros estudios realizados demostraron que las peroxidasas puad en servir como 
marcadores en estudios taxonómicos, ya que se encontró con una secuencia de 18 amino 
ácidos, que demostró la estrecha relación entre las peroxidasas de organismos microbianos, 
plantas y animales, con estos datos fue posible realizar dendogramas que relacionaron a las 
diferentes especies aportando un mayor conocimiento en la taxonomia. (Tyson, 1992). 
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En presente trabajo, se pretendió buscar las condiciones óptimas para el desarrollo de plantas 
de rábano picante "in vitro", asi como conocer si hay diferencias en la actividad de peroxidasa 
de los diferentes sistemas de cultivo, por lo cual se plantearon los siguientes objetivos. 

III.-OBJETIVOS. 

3.1- OBJETIVO GENERAL. 

MiCROPROPAGACION IN VITRO DE LA RAIZ DE Armoracia lapathifolia (Gilib) EN 
DOS MEDIOS DE CULTIVO. 

3.2.- OBJETIVOS PARTICULARES. 

Establecer el mejor medio de cultivo para Armoracia lapathifolia, y Armoracia lapathifolia 
transgénica. 

Evaluar la producción de la raiz de Armoracia lapathifolia, y Armoracia lapathifolia 
transgénica en diferentes condiciones de fotoperiodo y medios de cultivo. 

Evaluar y comparar la actividad de peroxidasa, en los cultivos propuestos. 
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IV.- MATERIAL Y MÉTODO. 

4.1.- Selección del material vegetal 

Se utilizaron dos cultivos de 8[111oracj¡l lapathjfolia. El rábano utilizado se obtuvo de manera 
comercial y el rábano transgénico fue una donación del profesor Jesús Arellano quien realizó la 
transformación del rábano del mismo cultivo comercial, en el trabajo de su tesis doctoral 
"Establecimienlo de sistemas de cultivo de raices transformadas para la producción de 
metabolitos de importancia económica". realizado en eIIPN. 

Se utilizaron raices jóvenes y viejas para ambos cultivos con el fin de determinar cual de las 
dos etapas, representaba la mejor alternativa de propagación. 

Los cultivos fueron· 

Armoracia lapathifolia jóven, 

------- -~ 

Armoracia lapathifolia yieja, 

Armoracia lapathifolia transgénica joven, 

Armoracia lapathifolia trasnsgénica vieja, 

ó 

ó 

ó 

ó 

Rábano joven 8 semanas 

~ - ~ - -

Rábano viejo. más de § mesEls 
--~ _ .. _-

Rábano transgénico jóven. 
8. sema!,!~ de cultivo 
Rábano transgén"ico=v""'ie-:-CjC:-o-. -
Más de 6 meses de cultivo . ---- -- ~ - -------

Se sembraron diferentes inóculos para determinar el más adecuado para la micropropagación, 
después de haber obtenido la propagación, las raices se subcultivaron con fotoperiodo y sin el, 
mientras que los cultivos viejos, se manejaron en medio liquido sin fotoperiodo (en oscuridad). 

Los grupos control se obtuvieron de las hojas de plantas de Rábano y Rábano transgénico, 
respectivamente, las cuales se cultivaron en invernadero, con un año de edad. 

Los grupos control para las actividades de peroxidasas se obtuvieron de las raices de las 
plantas en invernadero, con un año de edad. 

4.2.- Inóculo. 

De las lineas jóvenes se realizaron cultivos in vitro de los diferentes inóculos, estos 
fueron: tallo, peciolo y hoja. 
Esto para determinar el inóculo más apropiado para la micropropagación de raiz, por medio del 
porcentaje de respuesta. 
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De cada cultivo se sembraron 5 Inóculos por frasco con diez repeticiones para cada inóculo, el 
tamaño del inóculo fue de un centímetro cuadrado y un peso de 0.02 gramos 
aproximadamente 

De las líneas denominadas viejas el inóculo fue la raíz misma, se propagó por división. 

Para los grupos control el inóculo se realizó de hojas de planta cultivada en invernadero. 

La desinfección superficial para éste inóculo fue. 

Los inóculos con un tamaño de 3 a 4 centímetros, se lavaron con agua y jabón; se enjuagaron, 
y se introdujeron en una solución de alcohol al 80 % por un minuto, se enjuagaron nuevamente 
y se introdujeron en una solUCión de hipoclorito de sodio (cloro comercial) al 3 % por cinco 
minutos, y se enjuagaron cuatro veces con agua destilada. 

Las hojas fueron fragmentadas para obtener un tamaño de inóculo, de un centímetro cuadrado, 
y una densidad de siembra de cinco inóculos por frasco con diez repeticiones. 

4.3.-Medios de cultivo 

Los inóculos de rábano joven y el rábano viejo, fueron cultivados en un medio Murashige y 
Skoog, MS (1962) ver apéndice, complementado con sacarosa al 3.0 %, agar bacteriológico a 
0.8 % en medios sólidos y ácido naftalenacético (ANA) 1mg/L., cinetina (KIN) 0.1mg/L como 
reguladores de crecimiento. 

Los inóculos de rábano trangénico joven y rábano transgénico viejo fueron cultivados en el 
medio M S, complementado con sacarosa al 3.0 %, ácido morfolinoetanosulfonico (MES) 5.0 
mM y ácido ascórbico 150.0 mg IL y en los medios sólidos agar bacteriológico al 0.8 % 
(Arell,mo, 1995). 

El medio de tuberización (ver apéndice), se utilizó para inducir un mayor grosor de la raiz. Es 
un medio que utiliza las sales de Murashige y Skoog, complementado con mio-inositol 100 mg 
I L, cinetina 3.5 mg I L, tiamina 0.4 mg/L, sacarosa 6 %, agar bacteriológico 0.7 % (Ortiz, 1987). 
El medio se preparó con la misma fórmula, sin adicionar el agar bacteriológico, para los tres 
diferentes medios. 

Para los grupos control se utilizó el medio MS complementado con sacarosa 3.0%, agar 
bacteriológico al 0.8 % sin reguladores de crecimiento. 
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4.4.- Condiciones de incubación 

Con fotoperiodo 

Sin fotoperodo 

Cultivo comercial Cultivo transgénico 

Se incubaron en fotoperiodo de 16 horas IUll 8 horas 
oscuridad. con una intensidad luminosa de 15 VI 1m' ó 3000 

lux, una temperatura promedio de 27" C y una humedad 
relativa de 80 %, los medios liquidas tuvieron una agitación 

continua de 77 rpm 

Incubación en obscuridad a una temperatura promedio de 
25° C y una humedad relativa de 80 %, los medios liquidas 
tuvieron una agitación continua de 77 rpm 

4.5.-0btención del extracto crudo. 

La obtención del extracto se llevó a cabo en una solución de reguladOl de fosfatos, a 4'C, en 
proporción de 19 de tejido por 3 partes de buffer de extracción 

Se obtuvo el peso fresco de la raiz (en mg) de las lineas que permanecieron en cullivo por 
ocho semanas. Se maceró el tejido vegetal en un mortero, el cual contenia regulador de 
fosfatos 10mM pH 6.2. El tejido y el regulador se mantuvieron en proporción de 1:3. Todo éste 
proceso se llevó a cabo en un baño de hielo a 4° C El extracto macerado se centrifugó a 6000 
rpm durante 15 min 

Se colectó el sobrenadante y se midió el volumen colectado. en alicuotas las cuales se 
mantuvieron en refrigeración. Con éste extracto se realizó la cuantificación de las proteinas 
totales por el método de Bradford (García, 1998) y la determinación de la actividad enzimática 
de las peroxidasas. 

De las alícuotas en refrigeración se tomaron los mililitros necesanos para cuantificar, la 
cantidad de proteínas, y la actividad enzimática de las peroxidasas 
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4.6.- Determinación de la actividad de las peroxidasas, (Rao, et al. 1995). 

La determinación de las enzimas peroxidasas se realizó por el método de guayacol: 

De las alícuotas en refrigeración obtenidas en la extracción del extracto crudo, se tomaron 320 
microlitros, a los que se les adicionó 500 microlitros de guayacol al 1%, 7.08 mililitros de 
regulador de fosfatos 10mM pH 6.2, Y 100 microlitros de peróxido de hidrógeno 
homogeneizando mediante agitación suave. La reacción se incubó a 28 o C. El color que se 
desarrolló, fue leído a una absorbancia de 470 nm en un espectrofotómetro. Los datos 
obtenidos se interpolaron en la curva estándar de la actividad de peroxidasas (ver apéndice), 
para obtener la actividad especifica 

4.8.- Determinación del mejor cultivo. 

Para determinar cual fue el mejor medio de cultivo se tomaron en cuenta parámetros 
cuantitativos de los cuales se midieron las siguientes variables. 

Número de raíces; Longitud radicular; Diámetro radicular: Para las tres variables se 
midieron el total de raíces por inóculo incluyendo grandes y pequeñas, obteniéndose la media 
(x), desviación estandar (o) y error estandar (el) de los datos, con un total de 50 muestras 
para cadavariable (n=50) 

La prueba estadística que se aplicó a las variables evaluadas fue, la prueba de ANOVA, con el 
fin de determinar las diferencias entre los cultivos. 

Posteriormente se utilizó la Prueba de Tukey ( Comparación múltiple de medias) para 
determinar entre cuales tratamientos hay mayor y menor diferencia; con un nivel de 
significancia del 5%. Las pruebas estadísticas se realizaron en el programa "Statistica for 
windows, 4.5". 
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v.- RESULTADOS. 

5.1.- Confinnación de la transformación 

Para confirmar que aun se expresaba la transfonnación de las ralees del cultivo transgénico, se 
realizaron observaciones morfológicas, a si como la capacidad de los cultivos trangénicos para 
crecar sin reguladores de crecimiento, se realizó la comparación de los cultivos de rábano 
comercial joven y rábano transgénico joven. 

Observaciones morfológicas. 

r 
'l"~ 
o· 

Fig.1.- So puctltn observar It:s diferencias que existan entro los cultivos de: a) rt:tQlo. comsrciaJ b)reb.::!no tn::nsg:n:t::o. 

El rábano comercial joven, presenta la raíz fina sin mucha vellosidad (fig.1 a), en Célmbio la ralz 
del rábano transgénico, se observa con vellosidad en toda su longitud (fig. 1 b), a este 
fenómeno se le conoce como "hairy roots" y es característico de la transform&ción genetica 
con Agrobacterium rhizogenes (Saitou, 1991). 

Capacidad de crecimiento sin reguladores de crecimiento. - b 

.. ~ 

Fig.2.- Cmc:irn:smo sin regu!adore:o da cmcim:ento. a) rtb<:no comsrciaJ. b) rtb::no tn:nsr-ruco. 

El rábano comercial presentó un crecimiento lento y escaso sin reguladores de crecimiento, 
(fig. 2 a), mientras el rábano transgénico presentó un buen crecimiento lo cual confirmó su 
transformación genética (lig. 2 b). 
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5.2.- Respuesta C:e los diferentes in6cu!os en cullivo da tajidos. 

Fig.3.- Morfogénesis dcreda do miz del in6at.o da ho;a. tl) rttbeno cornetcial. b) rtbcno transgénico. 

El inóculo de hoja tuvo una respuesta favorable al desarrollar moñogénesis directB de raíz, 
como se puede observar en la lig.3. Desde el ínicio del desarrollo radicular se aprecia una 
diferencia morfológica. El rábano comercial tiene raíces pequeflas y lisas (úg. 3 a), yel rábano 
transgénico presenta un mejor desarro!lo y crecimiento radicular secundario (lig. 3 b). 
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Gráfica 1.- Se pceden ob$ervt:r loo pon;;cntlljes de rcsp.=sta p:n los diferentes inóculO3, teniendo W1a mejor n:spuestD el ¡nócuJo de hoja 
~ cmbos cultivos.. Tallo. peciolo., y hojn se refiem1 ni cultivo de níb3no c:omercw; nn.-lnóculo de tallo d= r6b:lno trcnsgénlc:o. PRT.­
ln6culo de pecíolo de rñb:lno trmsC.mioo, HRT.- 1n6culo dt: hoja de rábano transgénico. 

Con los resultados obtenidos en los cultivos de los diferentes inóculos se determinó que el 
inóculo de hoja era el más adecuado por su alto porcentaje de respuesta como se puede ver en 
la grafiC& 1, además éste in6culo presentó mOrfogéneslS directa de ralz, (ver lig. 3), lo cual fue 
muy favorable para el propósito de éste trabajo. 
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5.3.- RESULTADOS ESTADISTICOS DE LOS CULTIVOS DE TEJIDOS VEGETALES 

Respuesta del número de raíces en los tratamíentos de Rábano comercial joven con 
fotoperíodo. 
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Gráfica 2. CONTROL -Es un cultivo obtenido del rábano comercial de un afiO de edad en Invernadero el cual se cuUlv6 Sin 
reguladores de crecimiento. NR$ - Cuantificación del número de ralces del cultivo de rábano comercial joven, en un medio 
sólido. NRL.- Cuantificación del número de ralees del cultl\lo de rábano comerCial jO\len, en un medio Irquido NRTS­
Cuantificación del número de rafees del cultivo de rábano comercial joven, en un medio de tuberización sólido. NRTL­
Cuantificación del número de rafees del cultivo de rábano comercial joven. en un medio de luberización liquido 

En la gráfica 2 se observa que el cultivo de rábano comercial joven en un medio MS liquido es 
el que presenta el mayor número de ralces ( j( = 31.7). 

Al realizar el análisis estadístico de ANOVA se obtuvo que Fea',""d. = 1832.21 siendo mayor a 
F245.4.0 05 = 2.41 concluyendo con esto que si hay diferencias significativas entre los 
tratamientos. Por lo tanto se realizó la prueba de Tukey, obteniendo que el rábano en el medio 
MS liquido es el que presentó mayor diferencia entre los tratamientos, hasta de 21.73 raíces 
con el tratamiento de rábano comercial en un medio de tuberización liquido, el cual presentó el 
menor número de raices ( X = 9.97), Y una diferencia de 20.96 raíces con respecto al grupo 
control. 
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Respuesta de la longitud de las raices en los tratamientos de Rábano comercial joven con 
fotoperiodo. 
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Gráfica 3.-CONTROL.-Es un Cultivo obtenido del rábano comercial de un ano de edad en invernadero el cual so cultiVó sin 
reguladores de crecimiento. NRS.- Cultivo de rábano comercial. en un medio sólido. NRL.- Cultivo de rábano comercial. en un 
medio liquido. NRT$.- Cultivo da rábano comercial, en un medio de tuberizaci6n sólido. NRTL.- Cultivo de rábano comercial. en 
un medio de tuberizaci6n liquido. 

En la gráfica 3 se observa, que el rábano comercial en un medio de tuberización liquido es el 
que mostró mayor longitud de ralees (5.056 cm), y que el grupo control es el que presentó 
menor longitud radicular. 

Al realizar el análisis de ANOVA, se obtuvo que si hubo diferencias significativas entre los 
tratamientos ya que F"",",,,,,, = 6203.653, siendo mayor a F"SA,OSO = 2.41. 

Al hacer la comparación múltiple de medias se obtuvo que el cultivo de rábano comercial en 
medio de tuberización Hquido fue el que presentó mayor diferencia entre los tratamientos, 
siendo mayor con el grupo control de 3.42 cm. 
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Respuesta del diámetro de las raices en los tratamientos de Rábano comercial joven con 
fotoperiodo. 
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Gráfica 4.- CONTROL.~Es un Cuttivo obtenido del rábano comercial de un ano de edad en invernadero el cual se cultiv6 sin 
reguladores de crecimiento. NRS.- Cultivo de rábano comercial, en un medio s6lido. NRL.- Cultivo de rábano comercial, en un 
medio liquido. NRTS.- Cultivo de rábano comercial, en un medio de tuberización sólido. NRTl - Cultivo de rábano comercial, en 
un medio de tuberizaci6n liquido. 

En la gráfica 4 se aprecia que el tratamiento de rábano comercial en un medio de tuberización 
liquido presentó el mayor diámetro de ralees (lf = 0.049). Y el grupo control fue el que presentó 
el menor diámetro radicular (O.Ollcm). 

Estos cultivos presentaron diferencias estadlsticas significativas ya que la F",'cu'ada= 51.91, fue 
mayor que la F,45.4.0 05= 2.41. Y para determinar entre cuales tratamientos se encontraban las 
diferencias se realizó la prueba de Tukey. 

Al realizarse la comparación múltiple de medias (Tukey) se obtuvo que el rábano en medio de 
tuberización liquido, mostró diferencias con todos los tratamientos, y la diferencia más grande 
con el grupo control (0.038 cm). 
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Respuesta del número de raíces en los tratamientos de Rábano transgénico joven con 
foto periodo. 
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Gráfica 5.- CONTROL.- Es un Cultivo obtenido del rábano comercial de un afio de edad en invernadero el cual se cultivó sin 
reguladores de crecimiento. TRS.- Cultivo de rábano transgénico, en un medio sólido. TRL - Cultivo de rábano transgénico, en 
un medio liquido. TRTS.- Cultivo de rábano transgénico,en un medio de tuberizaci6n sólido. TRTL- Cultivo de rábano 
transgénico. en un medio de tuberizad6n tfquido 

En la gráfica 5 podemos observar que el tratamíento de rábano en un medio MS líquido 
presentó mayor número de raíces (60.56), y que el grupo control es la que tiene el menor 
número radicular (10.74). 

Para conocer si las diferencias eran estadísticamente significativas fue realizado el análisis 
estadístico de ANOVA donde se obtuvo que Fca~"'ada = 14419.06 fue mayor a F245.4.005 = 2.41, 
concluyendo con esto que si hay diferencias significativas. 

Por lo tanto se realizó la prueba de Tukey obteniendo que el rábano transgénico joven en el 
medio MS líquido (TRL) demostró diferencias con todos los tratamientos siendo mayor con el 
grupo control (49.62 raíces). 
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Respuesta de la longitud de las raices en los tratamientos de Rábano transgénico joven con 
fotoperiodo. 
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Gráfica 6.- CONTROL.·Es un Cultivo obtenido del rábano comercial de un año de edad en invernadero el cual se cultivó sin 
reguladores del crecimiento. TRS.- Cultivo de rábano transgénico joven, en un medio sólido. TRL.· Cultivo de rábano 
transgénico joven, en un medio Hquido. TRTS.- Cultivo de rábano transgémco joven, en un medio de tuberización só~ido 
TRTL.- Cultivo de rcllbano transgénico joven, en un medio de tubenzación liquido. 

En la gráfica 6 se puede apreciar que el tratamiento de rábano trangénico en un medio MS 
líquido (TRL) fue el que presentó la mayor longitud radicular (5.02 cm), y que el grupo control 
es la que tiene la menor longitud radicular (1.63 cm). 

Al realizar el análisis de ANOVA se obtuvo que Foa1c"'ada = 1373.05 fue superior que la de tablas 
F24S.4.0 05 = 2.41 concluyendo con esto que si hay diferencias significativas entre los 
tratamientos. Para determinar entre cuales hubo mayor diferencia se realizó la prueba de 
Tukey, ésta demostró que el rábano transgénico joven en el medio MS líquido presentó 
diferencias con todos los tratamientos, siendo mayor con el grupo control (3.39 cm). Mientras 
que los tratamientos de rábano transgénico joven en medio MS sólido (TRS) y el rábano 
transgénico joven en medio de tuberización líquido (TRTL) fueron los únicos que no 
presentaron diferencias entre ellos. 
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Respuesta del diámetro de las raices en los tratamientos de Rábano transgénico joven con 
fotoperiodo. 
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Gráfica 7.-CONTROL-Es un cultivo obtenido del rábano comercial joven de un a"o de edad en invernadero el cual se 
cultivó sin reguladores del crecimiento. TRS.- Cultivo de rábano transgénico joven. en un medio sólido TRL.- Cultivo de rébano 
transgémco joven. en un medio liquido. TRTS - Cultivo de rábano transgénico joven. en un medio de luberiZacoón sólido 
TRTL - Cultivo de rábano transgénico joven. en un medio de tubenzaci6n lIqucdo. 

En la gráfica 7 se percibe que el tratamiento de rábano trangénico joven en un medio de 
tuberización liquido es el que presenta mayor diámetro en las ralees (0.051 cm). Y que el grupo 
control es la que tiene el menor diámetro radicular (0.011 cm). 

Al realizar el análisis ANOVA se obtuvo que F",'ou"da = 146.65 siendo mayor a F'45,4,OOS = 2.41 
concluyendo con esto que si hay diferencias significativas entre los tratamientos. Al aplicar la 
prueba de Tukey se obtuvo que el rábano transgénico joven en un medio de tuberización 
liquido (TRTL) y el grupo control fueron los tratamientos que demostraron mayor diferencias 
(0.039cm). EL medio TRTL mostró diferencias con todos los tratamientos, mientras que en los 
tres primeros tratamientos (control, TRS, y TRL) que se observan en la gráfica 7 no 
presentaron diferencias entre ellos. 
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Respuesta del número de raices en los tratamientos de Rábano comercial joven sin 
fotoperiodo. 
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Grafica 8.- CONTROL -Es un cumvo obtenido de rábano comerCial de un año de edad en invernadero el cual se cultivó sin 
reguladores de creCimiento NRS - Cu~tlvo de rábano comercial, en un medio sólido en obscuridad NRL.- Cultivo de rábano 
comercial Joven. en un medIo Ilqwdo en obscundad NRTS - Cultivo de rábano comercial joven. on un medio de tubenzación 
sólido en obscuridad NRTL - CUltiVO de rábano comercial Joven. en un medio de tuberización liquido en obscuridad 

En la gráfica 8 el rábano comercial joven crecido en medio MS liquido presentó mayor número 
de raices (32.66) Y que el grupo control es el que tiene menor número radicular (10.74). 

Para determinar si los tratamientos fueron diferentes se realizó el análisis de ANOVA, 
obteniendose que F,,',""d' = 408.15 fue mayor que la de tablas F,45.4,005 = 2.41 concluyendo 
con esto que si hay diferencias significativas entre los tratamientos, 

Ahora bien para saber entre cuales tratamientos se encontraban las diferencias se realizó la 
prueba de Tukey obteniendo que el rábano comercial joven en medio MS liquido (NRJL) y el 
grupo control presentaron la mayor diferencia (21.92 ralees), 
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Respuesta de la longitud de las raíces en los tratamientos de Rábano comercial joven sin 
fotoperiodo 
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Gráfica 9.- CONTROL ·Es un cultivo oblemdo del rábano comercial de un año de edad en invemadero el cua! se culUv6 sin 
reguladores de crecimiento NRS - Cultivo de rábano comercial Joven. en un medio s61ido en obscuridad NRL.- Cultivo de 
rábano comercial Joven. en un medio ilqwdo en obscundad NRTS - CUltiVO de rábano comerCial Joven. un medio de 
tubenzaci6n s611do en obscuridad NRTL - Cultivo de rábano comerCIal Joven. en un medio de tubenzacl6n liquido en 
obscuridad 

En la gráfica 9 se observa que el tratamiento de rábano comercial joven en un medio de 
tuberización líquido presentó la mayor longitud de raices (4.76 cm), mientras que el grupo 
control presentó la menor longitud radicular (1.63 cm). 

Al realizar el análisis estadístico de ANOVA se obtuvo que F"'''''ada = 375.26 siendo mayor a 
F,.s.4.oo5 = 2.41, concluyendo con esto que si hay diferencias significativas entre todos los 
tratamientos. 

Por lo tanto se realizó la prueba de Tukey, obteniendo que el rábano comercial joven en el 
medio de tuberización líquido y el grupo control fueron los que mostraron mayor diferencia 
entre los tratamientos, de 3.13 cm de longitud. Además se observó que todos los tratamientos 
presentaron diferencias entre si. 
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Respuesta del diámetro de las raíces en los tratamientos de Rabano comercial joven sin 
fotoperiodo 
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Grafica 10.- CONTROl·Es un cult.vo obtenido del rábano comerCial de un año de edad en Invernadero el cual se cultiVó 
snn reguladores del creomlento NRS - CUltiVO de rábano comerCial Joven. en un mediO sólado en obscuridad NRL- Cultivo de 
rábano comercial Joven. en un mediO IlQUldo en obscuridad NRTS - CUltiVO de rábano comercial joven, en un medio de 
tubenzacI6n s6lido en obscuridad NRTL - CultiVO de rábano comercial Joven. en un mediO de tubenzaci6n IIquodo en 
obscuridad 

En la gráfica 10 se observa que el tratamiento de rábano comercial joven en un medio de 
tuberización liquido (NRJTL) es el que presentó el mayor diámetro en las raices (0.048 cm), y 
que el grupo control fue el que mostró el menor diámetro radicular (0.011 cm). 

Al realizar el análisis de ANOVA se obtuvo que Fea',,"" = 95.76 siendo mayor a F'4s.400s= 2.41 
concluyendo con esto que si hay diferencias significativas entre los tratamientos. 

En la prueba de Tukey se obtuvo que el rábano comercial joven en el medio de tuberización 
liquido (NRJTL) y el grupo control fueron los tratamientos que presentaron mayor diferencia en 
cuanto al diámetro que fue de 0.37 cm. 
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Respuesta del numero de raices en los tratamientos de Rábano comercial viejo sin fotoperiodo. 

Gráfica 11,- CONTROL -Es un cultivo obtenado del rabano comerCial de un afto de edad en invemadero el cual se cuaiv6 
sin reguladores de crecimiento NRS - CUltiVO de rabano VIejO, en un medio s6lido en obscuridad. NRl.- Cultivo de rábano 
viejo, en un medio lfquido en obscuridad NRTS· Cultivo de rabano viejo. en un medio de tuberizaci6n sólido en obscuridad 
NRTl - CUltlVO de rábano vlejo, en un medio de tuberización lfqwdo en obscuridad 

En la gráfica 11 se aprecia que el rábano viejo en un medio MS liquido es el que presentó 
mayor número de raices (19.14). y el grupo control es el que tuvo el menor número radicular 
(1074). 

Al realizar el análisis de ANOVA se obtuvo que Fca',"lada = 251.03 siendo mayor a F2454.005 = 
2.41 concluyendo con esto que si hay diferencias significativas entre los tratamientos. La 
prueba de Tukey mostró que la mayor diferencia se presentó entre los cultivos de rábano viejo 
crecidos en medio MS liquido y el grupo control, con una diferencia de 11.32 raices. 
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Respuesta de la longitud de las raices en los tratamientos de Rábano viejo sin fotoperiodo. 
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Gráfica 12.- CONTROL -Es un CUltIVO obtenido del rábano comerCIal de un a~o de edad en invemadero el cual se cultivó 
sin reguladores de crecimiento. NRS." Cultivo de (abano viejo. en un medio sólido en obscuridad NRl- Cultivo de rábano 
vie;o. en un medio liquido en obscuridad NRTS· Cultivo de rábano viejo, en un medio de tuberización sólido en obscuridad 
NRTL.- Cultivo de rábano vieJo. en un medio de tubenzaclón liquido en obscuridad 

En la gráfica 12 el tratamiento de rábano viejo en un medio de tuberización liquido es el que 
presentó mayor longitud en las ralees (2.77 cm), por otro lado el cultivo que presentó la menor 
longitud fue el medio sólido con 1.17cm. Mientras que el grupo control tuvo una longitud 
radicular de 1.63 cm en promedio. 

Al realizar el estadístico de ANOVA se obtuvo que Fea''''ad. = 94.74 siendo mayor a F'45.4.005 = 
2.41, concluyendo con esto que si hay diferencias significativas entre los tratamientos. 

La prueba de Tukey demostró que el rábano viejo en el medio de tuberización liquido (NRVTL) 
y el rábano crecido en medio MS sólido fueron los tratamientos que mostraron mayor diferencia 
(1.60 cm). Cabe mencionar que el tratamiento NRVTL mostró diferencias con todos los 
tratamientos. 
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Respuesta del diámetro de las raices en los tratamientos de Rábano viejo sin fotoperiodo. 
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Gráfica 13.- CONTROL.-Es un cultivo obtenido del rabano Gomercial de un af\o de edad en invemadero el cual se cu~tiv6 
sin reguladores de crecimiento NRS - Cultive de rábano viejo.. en un medio sólido en obscuridad. NRL.- Cultivo de rábano 
viejo. en un medio liquido en obscuridad NRTS - Cultive de rábano. vieJo. en un medio de tuberización sólido en obscuridad 
NRTL - Cultivo de rábano v¡eje. en un medio de tuberizacc6n liquide en obscundad 

En la gráfica 13 el grupo control presenta mayor diámetro en las raices (O.011cm). Por otro lado 
los grupos que presentaron el menor diámetro radicular fueron el cultivo de rábano viejo en un 
medio MS sólido (NRVS) y el cultivo de rábano viejo en un medio MS liquido (NRVL). 

Para valorar si los tratamientos tenian diferencias se realizó el análisis estadlstico de ANOVA, 
el cual demostró que el valor para la F ca",I," = 1.83 fue menor que el valor obtenido para la 
F245.4.005 = 2.41 concluyendo con esto que NO hay diferencias significativas entre los 
tratamientos. 



Respuesta del numero de raices jovenes de los tratamientos de Rábano transgénico sin 
fotoperiodo. 
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Gráfica 14.- CONTROL -Es un cultivo obtemdo del rábano comercial de un año de edad en invernadero el cual se cultivó 
sin reguladores de creClmlento TRS - Cutliva de rábano transgénico joven, en un medio sólado en obscundad TRl - Cultivo de 
rábano Iransgémco Joven. en un medio liquido en obscundad TRTS - CUltiVO de rábano transgénico joven, en un meduo de 
tubenzaclón sólido en obSCUridad TRTl - CultiVO de rábano Iransgénlco joven. en un medio de tubenzacI6n liquido en 
obscundad 

En la gráfica 14 se observa que el rábano transgénico joven en un medio MS liquido es el que 
presentó mayor número de raices (44.2), mientras que el grupo control mostró el menor 
número radicular (10.74). 

Para conocer si las diferencias eran estadisticamente significativas se realizó el análisis de 
ANOVA obteniéndose el valor de F",',u~da = 14044.80 el cual fue mayor a F 245.4.005 = 2.41, 
concluyendo con esto que si hay diferencias significativas entre los tratamientos. 

Por lo tanto se realizó la prueba de Tukey obteniendo que el rábano transgénico joven en el 
medio MS liquido (TRJL) y el grupo control fueron los que presentaron mayor diferencia en el 
número radicular (33.46), sin embargo éste medio (TRJL) no presentó diferencias con el rábano 
crecido en el medio de tuberización liquido (TRJTL), siendo ambos tratamientos los que 
presentaron los mejores crecimientos en éste grupo. 
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Respuesta de la longitud de las raices en los tratamientos de Rábano transgénico joven sin 
fotoperiodo. 
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Gráfica 15.- CONTROL -Es un cultivo obtenido del rábano comercial de un año de edad en invernadero el cual se cultivó 
sin reguladores de crecimiento TRS - Cultivo de rábano transgénico joven, en un medio sólido. TRL.- Cultivo de rábano 
transgénico joven, en un medio liquido TRTS - Cultivo de rábano transgénico joven. en un medio de tubenzación sólido. 
TRTL - Cultivo de rábano transgénico joven. en un medio 

En la gráfica 15 se aprecia que el tratamiento de rábano transgénico joven en un medio MS 
líquido (TRJL) fue el que presentó mayor longitud de raíces (3.46 cm), mientras que el grupo 
control presentó la menor longitud radicular (1.63 cm). 

Para determinar si el rábano transgénico joven presentó diferencias en la longitud al crecer en 
diferentes medios se realizó el análisis estadistico de ANOVA donde se obtuvo que Fea',"'ada = 
198.82 siendo éste resultado mayor a F24S.4 o 05 = 2.41, concluyendo con esto que si hay 
diferencias significativas entre los tratamientos. 

Para saber entre cuales tratamientos de encontraban las diferencias se realizó la prueba de 
Tukey, la cual determinó que el rábano transgénico joven en medio MS líquido (TRJL) y el 
grupo control fueron los que presentaron la mayor diferencia (1.83 cm). 
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Respuesta del diámetro de las raíces jóvenes en los tratamientos de Rábano transgénico sin 
fotoperiodo. 
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Gráfica 16.- CONTROL.-Es un cultivo obtenido del rábano comercial de un al\o de edad en invernadero el cual se cultivó 
sin reguladores de crecimiento TRS - Cultivo de rábano transgénico joven, en un medio s61ido en obscuridad TRl.- Cultivo de 
rábano transgénico joven, en un medio líquido en obscuridad. TRTS.- Cultivo de rábano transgéncco joven, en un medio de 
tuberizaci6n sólido en obscuridad TRTl - Cultivo de rábano transgémco joven. en un medio de tuberización liquido en 
obscuridad 

En la gráfica 16 el tratamiento de rábano trangénico joven en un medio de tuberización liquido 
(TRJTL) fue el que presentó el mayor diámetro de raices (0.020 cm), y el grupo control mostró 
el menor diámetro radicular (0.011 cm). 

Para conocer si las diferencias eran estadisticamente significativas se realizó el análisis 
estadistico de ANOVA donde se obtuvo que Fca~"'ad. = 23.25 siendo mayor a F2<5.4.005 = 2.41, 
concluyendo con esto que si hay diferencias significativas entre los tratamientos. Al aplicar la 
prueba de Tukey se obtuvo que el rábano transgénico joven en el medio de tuberización liquido 
(TRJTL) y el grupo control fueron los que demostraron la mayor diferencia (O.0084cm). Además 
el rábano TRJTL tuvo diferencias con todos los tratamientos. 



Respuesta del número de raíces para el Rábano transgéníco viejo sin fotoperiodo. 
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Gráfica 17.- CONTROL -Es un cultivo obtemda del rábano comercial de un ano de edad en Invernadero el cual se cultIV6 
sin reguladores de crecim~ento TRS - CulllVo de rábano transgénico ViejO. en un medio sólido en obscuridad TRL· Cultivo de 
rábano transgémco vieJo. en un medio liquido en obscundad TRTS - Cultivo de rábano transgénico viejo, en un mecho de 
tubenzacI6n sólido en obscuridad TRTl- Cultivo de rábano transgénico viejo. en un medlO de tuberizaci6n IIquédo en 
obscuridad 

En la gráfica 17 se muestra que el rábano viejo en un medio de tuberización liquido fue el que 
presentó mayor número de raices (38.04), y que el grupo control tuvo el menor número 
radicular (10.74). 

Para valorar si los diferentes tratamientos presentaban diferencias estadisticamente 
significativas se realizó el análisis estadistico de ANOVA, obteniéndose que F"","Iad. = 521.13 
siendo mayor éste resultado que el obtenido para la F'45.4.005 = 2.41, concluyendo con esto que 
si hay diferencias significativas entre los tratamientos. 

Para saber entre cuales tratamientos se encontraban las diferencias se realizó la prueba de 
Tukey, la cual determinó que el rábano transgénico viejo en el medio de tuberizaci6n líquido 
(TRVTL) y el grupo control presentaron la mayor diferencia radicular (27.3). Además el rábano 
TRVTL presentó diferencias con todos los tratamientos probados para éste grupo. 
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Respuesta de la longitud de raíces viejas, en los tratamientos de Rábano transgénico sin 
fotoperiodo. 
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Gráfica 18.- CONTROL.-Es un cultivo obtenido del rábano comercial de un ano de edad en invernadero le cual se cultivó 
sin reguladores de crecImiento TRS." Cultivo do rábano transgénico viejo. en un medio sólido en obscurid2:d. TRl- Cu~tivo de 
rábano transgénico viejo. en un medio liquido en obscuridad TRTS - Cultivo de rábano transgénico viejo. en un medio de 
tuberizaci6n sólido en obscuridad TRTL - Cultivo de rábano Iransgénico vielO, en un medio de tuberizaci6n liquido en 
obscuridad 

En la gráfica 18 podemos observar que el tratamiento de rábano transgénico viejo en un medio 
de tuberización líquido desarrollo la mayor longitud radicular en promedio (3.38 cm) mientras 
que el tratamiento de rábano transgénico viejo en un medio MS liquido (TRVL) fue el que 
presentó la menor longitud radicular (0.86 cm). 

Al realizar el análisis estadístico de ANOVA se obtuvo que F",~"_ = 424.14 siendo mayor a 
F245,4,005 = 2.41, concluyendo con esto que si hubo diferencias significativas entre todos los 
tratamientos. 

Se efectuó la prueba de Tukey, la cual demostró que el rábano transgénico viejo en medio de 
tuberización liquido y el medio MS liquido fueron los tratamientos que presentaron mayor 
diferencias, en cuanto a la longitud (2.51 cm). Cabe mencionar que todos los tratamientos 
demostraron diferencias significativas entre si. 
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Respuesta del diámetro de las raices en los tratamientos de Rábano transgénico viejo sin 
foto periodo. 
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Grá fica 19.- CONTROL -Es un cultivo obtenido del rábano comercial de un ano de edad en invemadero el cual se cultiv6 sin 
reguladores de crecimiento. TRS.- Cultivo de rábano transgénico viejo, en un medio sólido en obscuridad. TRL.- Cultivo de 
rábano transgénico viejo. en un medio liqUido en obscuridad TRTS - Cultivo de rábano transgénico viejo. en un medio de 
tuberizaci6n s61ido en obscuridad TRTL - Cultivo de rábano Iransgénico viejo. en un medio de luberizaci6n liquido en 
obscuridad 

En la gráfica 19 se valora que el grupo control es el que presentó mayor diámetro de ralees 
(0.011 cm) y que los grupos TRTVS y TRVTS fueron los que mostraron el menor diámetro 
radicular (0.010 cm). 

Para indicar si los tratamientos de la gráfica 19 presentaban diferencias estadlsticas, fue 
realizado el análisis de ANOVA, el cual demostró que el valor para Fea'",'''' = 1.81 siendo 
menor al valor obtenido en tablas F245.4.0.05 = 2.41, concluyendo con esto que NO hay 
diferencias estadlsticas significativas entre los tratamientos. 



5.4.- Actividad de las peroxidasas 

Actividades de las cn7imas peroxidasa para el rábano comercial. 

Con foto periodo 

Sin foto periodo 

Tipo de 
cultivo. 

Control 
NRL 

NRTL 

NRJL 

NRJTL 

NRVL 
NRVTL ------

. - Actividad· 
especifica en la 

raíz 
(U/proteína T) 

9.43 
-

12.35 
8.93 - --~-

9.03 

13.36 

4.27 
----
11.27 ---
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- --
Actividad 

especifica en Actividad total 
el medio (U/ proteina T) 

tUlproteil1a IL - 9.43 --
- ---- -- -- 31.76 --19.41 

29.20 38.13 
4.73 13.76 

- .. -
6.8 20.16 ---- -----
0.32 4.59 
3.70 -

---
14.97 

Tabla 1.- Corresponde a los resultados de la actividad enzlmátlca de las ~roxldasas para el rábano comerCIal. En 
condiciones de fotoperiodo y sin el, para los diferentes cultivos. También fueron realizadas las mediciones en los medios 
liquidas para asl evaluar la cantidad de enzImas excretadas al medio por los cultivos radiculares. 
NRL- Cultivo de rábano comercial en un medio liquido. NRTL-Cultivo de rábano comercial en un mecUo de tuberiu!ción 
liquido. NRJL- Cultivo de rábano comercial joven en un medio liquido. NRJTL.- Cultivo de rábano comercial joven en un medio 
de tuberizaci6n IIquido_ NRVL.-Cultivo de rábano comercial viejo en un medio liquido. NRVTL.- Cultivo de rílbano comercial 
viejo en un medio de tuberización 
U.- Unidad de peroxidasa.-¡JM de guayacol oxidado J minuto en un mi!ilitro 
Actividad T.- Actividad total cuantificada por el método de Bradford. 
Actividad especifica.- Unidades de actividad enzimática por unidad de muestra, la unidad de muestra se expresó como protelna 
total. 
Actividad total" ActiVidad especifica obtenida de la ralz mas la actividad especifica en el medio de cultivo liquido 

En los cuadros remarcados en color verde de la tabla 1, se muestran los cultivos que 
produjeron mayor actividad enzimática: 

NRJTL (Rábano comercial joven en obscuridad en medio de tuberización liquido) fue el que 
presento mayor actividad enzimática en el tejido (13.36 U/proUotal). Mientras que el cultivo que 
excretó la mayor cantidad de peroxidasas fue NRTL (Rábano comercial joven con fotoperiodo 
en un medio de tuberización liquido) registrando una actividad de 29.2 U/Prot total. 

El cultivo que tuvo mayor actividad de peroxidasas totales fue NRTL (Rábano comercial joven 
con fotoperiodo en un medio de tuberización liquido) presentando 38.13 U/Prot total. 

Todos los cultivos rebasaron la actividad de peroxidasas obtenidas por el grupo control, con 
excepción del cultivo viejo sin fotoperiodo en un medio MS liquido. 



Actividades de las cnlimas peroxidasa para el rábano transgénico. 

Con fotoperiodo 

I Sin fotoperiodo 

Tipo de 
cultivo. 

Control 
TRL 

TRTL 

TRJL 

TRJTL 
TRVL 

TRVTL 

r ----
actividad 

especifica 
(U/proteinaT) 

18.48 
13.95 

24.40 

7.43 
- -

5.26 
- -
7.35 ---
5.69 

- - - - -
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------
Actividad 

especifica en Actividad total 
el medio - - - - ---

18.48 
- --- -

23.79 37.74 

17.58 41.98 --- -

12.55 19.98 
-- - ._- - -

0.14 5.4 
- --- - ----- --

0.32 7.67 --- - ---- ---

0.0 5.69 
-- - '- - -."..,.-

Tabla 2.- Muestra los resultados de la actividad enzlmábca de las peroxldasas para el rábano transgemco en condiCiones de 
fotoperiodo y sin el, para los diferentes cultivos Se reahzó la cuantificacIón de la actividad enzlmática en los medQos liquidas 
para evaluar la cantidad de enzimas excretadas al medlO 
TRl - Cultivo de rábano transgénico en un medio liquido TRTl -Cultivo de rábano transgénico en un medio de tuberizaci6n 
liqUido TRJl.- Cultivo de rábano comercial Joven en un medio liquido. TRJTl.- Cultivo de rábano transgénico joven en un 
medDo de tuberización Iiqu~do TRVl -Cultivo do rábano transgénico viejo en un medio líqu:do TRVTl - Cuttivo de rábano 
transgénico viejo en un medio de tuberizaci6n viejo 
U.- Unidad de peroxidasa -IJM de guayacol oxidado I minuto en un mililitro 
Proteína T.- Proteina total cuantificada por el método de Bradford 
Actividad especifica - Unidades de actividad enzimática por unidad de mU9'i:tra. la unidad de muestra se expresó como protelna 
total 
Actividad tolal.- Actividad especifica obte01da de la raiz más la actividad espeCifica en el medio de cultivo llquido 

En los cuadros remarcados se muestran los cultivos que produjeron mayor actividad 
enzimática, el TRJTL (Rábano transgénico joven con fotoperiodo en un medio de tuberización 
liquido) fue el que presentó mayor actividad enzimática en el tejido (24.4 U/prot.total). El cultivo 
que excretó la mayor cantidad de peroxidasas fue TRL (Rábano transgénico joven con 
fotoperiodo en un medio liquido) con 23.79 U/Prol. Total. 

El cultivo que presentó mayor actividad total de peroxidasas fue TRTL (Rábano transgénico 
joven con fotoperiodo en un medio de tuberización liquido) con una actividad de 41.98 U/Prot 
total. Este cultivo también fue el que presentó mayor actividad de peroxidasas comparándolo 
con los tratamientos del rábano comercial. 
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VI.-ANÁLlSIS 

Los resultados correspondientes a la comprobación de la transformación la confirmaron, ya que 
se pudo observar que el cultivo de rábano transgénico reaccionó positivamente para las dos 
caracteristicas morfológicas de transformación evaluadas: 

Para la primera de ellas, el crecimiento como raiz peluda, se verificó la transformación inducida 
por el plásmido Ri de Agrobacterium rhisogenes (Saitou, 1991) ya que éste organismo fue 
nombrado asi precisamente por favorecer el crecimiento radicular secundario del vegetal que 
infecta (fig. 1 b). 

En estos resultados también se pudo observar la diferencia morfológica entre los cultivos de 
rábano comercial (fig 1 a) y de rábano transgénico (fig.l b), donde el rábano comercial presentó 
una ralz delgada, lisa mientras que el rábano transgénico presentó una raiz delgada con 
numerosas raices adventicias, como reportan Saitou y sus colaboradores en 1991 y Pagara y 
col. 1993. 

La segunda caracteristica fue el crecimiento radicular en ausencia de fitoreguladores, en la fig.2 
se muestra la comparación de los cultivos comercial (fig. 2 a) y transgénico en la (fig. 2b) en 
donde el rábano transgénico mostró un rápido crecimiento radicular, lo que concuerda con el 
reporte de Parkinson en 1990; Liu y col en 1999; mientras el cultivo de rábano comercial 
desarrolló un número reducido de raices, estas diferencias en la respuesta ayudaron a verificar 
la transformación. 

Hay que tomar en cuenta que estos resultados se obtuvieron cualitativamente, ya que los 
medios para realizar las pruebas cuantitativas como el método de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR), los análisis por hibridación del ADN (Slot blotting y Southern blotting), y el 
ensayo histoquimico con ¡3-glucuronidasa no estaban al alcance de este trabajo. 

RESPUESTA DE LOS DIFERENTES INÓCULOS. 

Se realizó el cultivo de diferentes inóculos, los cuales fueron: tallo, peciolo y hoja, para obtener 
el mejor porcentaje de respuesta. Estos resultados se pueden observar en la grafica 1. 

Los inóculos de tallo y peciolo tuvieron un porcentaje bajo de respuesta del 20%, para ambos 
cultivos, por lo que se descartó el cultivo de éstos inóculos para la propagación masiva. 

El mejor porcentaje de respuesta en cultivo de tejidos vegetales se obtuvo con el inóculo de 
hoja, que fue del 80 % para ambos cultivos, siendo asi el más conveniente para la propagación 
masiva del rábano comercial y del rábano transgénico. 

El inóculo de hoja además de su alto porcentaje de respuesta, presentó morfogénesis directa 
de ralz (figura 3) lo cual favoreció la investigación, ya que se disminuyó la manipulación de los 
cultivos y se ahorró asi la fase 111 de la micropropagación, donde se produce la generación de 
ralz por medio de cullivo de tejidos vegetales como reportó Murashige (1974). 
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Una vez realizada la verificación se obtuvo la seguridad para emplear los cultivos transgénicos 
y comerciales, los cuales fueron micropropagados para de esta forma obtener suficiente 
cantidad de raices, las que posteriormente fueron divididas en los diferentes medios y 
condiciones de fotoperiodo 

A continuación se muestran los medios que proporcionaron la mejor producción de rábano 
comercial y transgénico para las diferentes condiciones de cultivo. 

Rábano comercial. 
Condicionés 1 

de foto periodo I 

Con I 
fotoperiodo 

Sin fotoperiodo 

Condiciones del 
cultivo 

Joven 

Joven 

Sin f~tOP~iOdo ¡ Viejo 

¡ - -
Número de 

raices 
I MS liquido 

~31.7 
MS liquido 

32.66 
MS liquido 

~. - -
Longitud Diámetro 

radicular (cm) radicular (cm) 
T ub. liquido Tub. liquido 

5.056 0.049 
MS liquido Tub. liquido 

4.76 0.048 
-- -- _ .. _- _._. - _. 
T ub. liquido No hay 

22.Q6
c 

__ ~ __ 2J~ _____ diferenci~_ 
Tabla 3.- Muestra que el cultivo joven en medios liquldos fue el más adecuado para la 
producción de raba no comercial. 

Ráb,ano transgéncio. __ - - - - - --- -
Condiciones Condiciones del Número de Longitud Diámetro 

de fotoe.eriodo cultivo raíces radicular radicular 
Con 

. fo!9p~r!9do 
Joven 

MS liquido Tub. liquido Tub. liquido , 

60.56 J 5.018 0.051 
MS liquido MS liquido Tub. liquido 

44.2 3.46 0.019 
Joven Sin fotoperiodo 

Viejo L 
~ - - .-

L Tub. liquido 
- -- -

Tub. liquido No hay 
38.04 3.37 1- diferenci~ - - - .- - _._-~~-

Sin foto periodo 
- - - --- - -

Tabla 4.- El cultivo de rábano joven con fotoperiodo en medios liquidos fue el que presentó la 
mejor condición, para la producción de raiz de rábano transgénico. 

En los diferentes tratamientos probados, los cultivos desarrollados en medios liquidos tanto 
MS como de tuberización fueron los que presentaron un mayor desarrollo de raíz (Tabla 3 y 4). 
Estos medios favorecieron el desarrollo radicular, ya que la viscosidad en el medio disminuyó 
por la carencia de agar, aumentando así el potencial hidrico (William, 2000). Al aumentar el 
potencial hídrico en condiciones de obscuridad las raices no se vieron afectadas por las fuerzas 
hidrotrópicas y geotrópicas lo que generó el crecimiento caracteristico de las raices en 
obscuridad, esto se refiere a que las raices crecieron bien sobre la superficie del medio 
formando una "bola" de raices, debido a que algunas de ellas, las de la superficie presentaron 
geotropismo negativo, en cambio las raices con fotoperiodo en medios liquidos sí se vieron 
afectadas por el geotropismo en una forma positiva (Takahashi, 1991), asi como por el 
fototropismo negativo, estos movimientos de la raíz causaron diferencias que fueron apreciadas 
en el crecimiento de los cultivos, sin embargo estas diferencias en el crecimiento, en 
condiciones con fotoperiodo no afectaron la cantidad, ni el tamaño radicular; ya que los mejores 
crecimientos se dieron en condiciones con fotoperiodo, como lo muestran las tablas 3 y 4. 
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Otro factor importante aunado a la carencia de agar y el aumento del potencial hídrico, fue la 
agitación constante en el medio, lo que favoreció la disponibilidad de oxigeno, por lo que fue 
provocada la formación y elongación radicular (Verslues, 1998), ésto se aprecio en los datos 
donde se cuantificaron el número y longitud de raíces de los diferentes cultivos. Al permanecer 
los tejidos en agitación constante, permitieron un nivel de aireación mayor que los que se 
encontraron en cultivos sólidos, mejorando su crecimiento como se observa en las gráficas de 
los resultados. Esta agitación les confirió mayor velocidad en la transferencia de oxigeno; y por 
lo tanto al tener mayor oxigenación se favoreció el crecimiento celular así como la producción 
de metabolitos celulares (payne G., 1992), lo cual concuerda con los resultados obtenidos para 
la actividad de peroxidasas (Tabla 1, 2). La agitación en el medio también favoreció la 
diferenciación celular, y la respuesta moñogenética (rizogenesis). La formación de ralees en los 
medios liquidas predominantemente ocurre de una forma continua y ascendente tanto en 
condiciones de fotoperiodo como de obscuridad siendo semejante a lo reportado por Kessell 
(1972). 

El medio de tuberización resultó el más conveniente para la producción de ralces con 
diámetros mayores, exceptuando los cultivos de raices viejas las cuales no tuvieron diferencia 
estadlstica en su crecimiento; los cultivos de rábano joven con fotoperiodo y en obscuridad 
presentaron un mayor diámetro (cuatro veces más que el control), demostrando que fue un 
medio que favoreció el incremento en el grosor de la raiz. El cultivo de rábano transgénico 
joven en medio liquido tuvo un buen crecimiento en condiciones de fotoperiodo con un 
diámetro de cinco veces más que el control, en cambio en condiciones de obscuridad el 
diámetro se desarrolló poco considerando el tiempo que comprendió este trabajo. De un modo 
general el medio de luberización liquido favoreció la producción de ralees más gruesas. 

El medio de tuberización liquido favoreció también el crecimiento de las lineas viejas 
observándose un aumento en la longitud y el número radicular. 

Los cultivos jóvenes tuvieron una mejor respuesta que los viejos, ya que presentaron una 
actividad meristemática mayor y por lo tanto altas velocidades de división celular, en cambio los 
cultivos viejos presentaron una respuesta baja en todos los parámetros cuantificados, esto 
posiblemente se deba a la presencia de mayor cantidad de etileno, ya que se ha demostrado 
que éste puede inhibir la elonganción y el enraizamiento para varios genotipos del género 
(Clark, 1999; Biddington, 1992) o por que un gran número de células se encontraban 
senescentes, ya que aunado al bajo crecimiento radicular presentaron cambios en la 
pigmentación del tejido lo que concuerda con los estudios realizados por Kadioglu en 1997. 
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Actividad de peroxidasas en las mejores condiciones de cultivo de tejidos. 

La actividad de peroxidasas para el rábano comercial joven con fotoperiodo, fue de 
12.35 U de actividad específica para el medio M.S liquido, y el medio de tuberización liquido 
fue el que excretó mayor cantidad de peroxidasa al medio que sumada a la obtenida en el 
tejido es el medio que presentó mayor actividad de todos los cultivos del rábano comercial 
(3813 U). 

Al cuantificar las peroxidasas para el rábano comercial joven en obscuridad, se encontró 
que el medio de tuberización liquido obtuvo una actividad especifica de 13.36 U, siendo esta 
condición también la que excretó mayor cantidad de peroxidasas al medio. 

El rábano comercial viejo sin fotoperiodo, obtuvo 11.37 U de actividad especifica para el 
medio de tuberización liquido, siendo la condición que excretó mayor cantidad de peroxidasas 
al medio. 

La actividad enzimática en el rábano transgéncio joven con fotoperiodo fue de 24.40 U 
de actividad especifica para el medio tuberización liquido, mientras que en el medio de M.S. 
liquido se excretó la mayor cantidad de peroxidasas al medio. Sin embargo el medio de 
tuberización liquido fue el que presentó mayor actividad de peroxidasas totales (41.98 U) de 
todos los cultivos de rábano transgénico. 

Para el rábano transgénico joven sin fotoperiodo, la actividad fue de 7.43 U para el 
medio M.S. liquido, siendo en ésta condición donde los cultivos excretaron la mayor cantidad 
de peroxidasas al medio. 

La actividad de peroxidasas para el rábano transgénico viejo sin fotoperiodo, en cultivo 
de tejidos vegetales fue muy baja. 

La mejor condición para la producción de peroxidasas, comparando los dos cultivos de 
rábano en sus diferentes condiciones fue el cultivo de rábano transgénico con fotoperiodo, en 
un medio de tuberización liquido. 
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VIL-CONCLUSIÓN 

El inóculo de hoja fue el más adecuado para la propagación masiva de ralz, para ambos 
cultivos. 

Los mejores medios para ambos cultivos fueron: los cultivos liquidos y los de 
tuberización liquidas 

Las mejores condiciones en cultivo de tejidos vegetales para la producción de ralz de 
rábano comercial fueron cultivos jóvenes sin fotoperiodo en medio MS liquido para obtener el 
mayor número de raices y el medio de tuberización con fotoperiodo para obtener mayor 
longitud y diámelro de las mismas. 

Mientras que para el rábano transgénico los medios más favorables fueron, el medio MS 
liquido con fotoperiodo para la mayor cantidad de ralces tanto en número como en longitud, y 
el medio de tuberización liquido con fotoperiodo favoreció el engrosamiento radicular, siendo 
éstas las mejores condiciones de producción de rábano. 

El cultivo con mayor actividad total de peroxidasas fue el de rábano transgénico joven 
con tratamiento de fotoperiodo crecido en medio de tuberización liquido. 



RI"nn .. lI NI>AClOSI".S 46 

VIII.-RECOMENDACIONES 

Para trabajos posteriores donde se requiera produCIr biomasa de rábano, se recomienda 
trabajar con raices de 8 semanas, sin fotoperiodo en un medio MS liquido. Para la producción 
de peroxidasas se recomienda trabajar con raices jóvenes en medio de tuberización con 
fotoperiodo (16 hrs luz /8 hrs obscuridad) 

Ahora bien si se desea producir biomasa de rábano transgénico, se recomienda trabajar con 
raiees jóvenes, con fotoperiodo en un medio MS liquido. Y para la producción de peroxidasas 
se recomienda trabajar con raices jóvenes en medio de tuberización con fotoperiodo (16 hrs luz 
/8 hrs obscuridad) 

Para la producción de peroxidasas a una escala mayor se podria intercalar los cultivos de 
raices en diferentes medios, esto es puede iniciarse el cultivo en un medio M.S. liquido con 
fotoperiodo, y después cambiarlo a un medio de tuberización liquido con fotoperiodo. 



IX.- APENDICE 

Medio de Murashige y Skoog (1962) 

COMPUESTO 
SALES 

MAYORES 
NH.N03 

KN03 

M¡¡?01' 7t1,ci 
KH,PO. _ 

CaCI,.2H,O 
_ N.!',EOTA _ 
FeSO~.7t1,O 

SALES 
MENORES 
__ 1:l3.BO;L _ 

ZnS0-1.4H,O~ _ 

mg/L 

1650 
1900 
370 
170 
440 
37.3 
27.8 

6.2 
8.5 
0.88 KI 

NaMoo..2H,o 
CuSO •. 5H,O 

--~- ---
0.25 

0.025 
COGb.6H,O 

- ---
0.025 

MnSO •. H,O 16.9 

Compuestos adicionados al medio de rábano. 
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RABANO COMERCiAL 
-

RABANO TRANSGENICO - -
--~- ~ --- ~ - - - -- -

-~ 

VITAMINAS - - - -- IL ~IT AMINA8.... ___ f----~~ -
----- ----

GLICINA 2 
~=-C-C7 - -- - ---
GLICINA 2 

- - - - --- - - -

5 Ac. NICIOTINICO 0.5 - ~ 

AC:NiCiOTINICci- ___ Q 
PIRJP_OXINA (HCI) 5 

1-
0.5 

- - --
O _ TIAMINA (Hci5 1.0 

- ---~-

PIRIOO~IN~.l~I) O. 
_ TIAMiNA 11::192 _ 1. 

MIO-INOSITOL 10 O MIO-INOSITOL 100 -- ~ 

0.976 giL MES - -!\NA- 1 

1 Ac. ASCORBICO 0.15~_ - - .--.- -CINETINA O. 
IL SACAROSA 30 giL --

IL - --- -- - -- AGAR 8 giL 
8 

---- --

SACAROSA ~ ____ 30~ 
AGAR __ 8~ 

---PH - 5. 
-- ~ ---- -- ---- ------



MEDIO DE TUBERIZACIÓN (Ortiz, 1987) 

Sales mayores y menores del MS. 

Compuestos adicionados. 
. COMPUESTO 

- -- ---

MlO-INOSITOL ---- ---
TIAMINA 

CINETINA ----_. 
SACAROSA ._-_. 

AGAR 

Después de inducir la tuberización, agregar 
[---.:. _ AC,--GLBRERILI~ .:..:..J' 

OBTENCiÓN DEL EXTRACTO CRUDO. 

._Mg/,,,,L __ _ 

100 
0.4 
3.5 -_ .. -

_ 60.0 gil 
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--.l g/_L _. __ _ 

La obtención del extracto se llevó a cabo en una solución de regulador de fosfatos 10 mM a 
un pH de 6.2. 

El procedimiento que se siguió fue: 

Primeramente se obtuvo el peso fresco de la raiz (en mg) de las lineas que permanecieron en 
cultivo por ocho semanas. Posteriormente se redujo el tejido vegetal, en un mortero el cual 
contenla regulador de fosfatos 10mM, pH 6.2, el tejido y el regulador se mantuvieron en una 
relación de 1 mg de lejido por 3 mi de regulador. Todo éste proceso se llevó a cabo en un 
baño de hielo a 4° C. 

El extracto macerado se centrifugó a 6000 rpm durante 15 mino 

Se colectó el sobrenadante y se midió el volumen colectado, una vez realizado esto se dividió 
en allcuotas las cuales se mantuvieron en refrigeración. 

De las allcuotas en refrigeración se tomaron los mililitros necesarios para cuantificar, la 
cantidad de protelnas, y la actividad enzimática de las peroxidasas. 



APINllln, 49 

Determinación de proteinas por el método de Bradford. (Garcia.1998). 

El proceso se realizó preparando el reactivo de Bradford con las siguientes soluciones: 

Primeramente se preparó la solución de BSA (Albúmina de suero bovino) 2 mg por mi en 
NaCI2 a 0.15 M. que fue la proteina estándar. Acto seguido se preparó el reactivo de Bradford. 
Disolviendo 100 mg del colorante Azul brillante de Coomasie G-250 .en 50 mi de etanol al 95 
%.AI cual se adicionaron 100 mi de ácido fosfórico al 85 % (w I v). Hasta completar as! una 
solución de un litro. 
Durante el procedimiento se realizó una curva estándar con concentraciones de BSA de O a 
20 miligramos por microlito y se ajusto el volumen a 100 micro litas con NaCI,. Después se 
agregaron 5 mililitros de reactivo de Bradford preparado como se describió anteriormente. 
Esta mezcla de reacción se leyó a una absorbancia de 595 nm; después de 10 minutos de 
agregado el colorante y antes de una hora de iniciada la reacción. 

Cuantificación de protelnas 

AbsorbanelD contra eoncentractón de protelna. 

Corrolaclón: r e 0.99478 

035 

03 

É 025 • • 
" " 02 .. • • 
• • 015 

J 
01 • 

005 
, 

• 

, 

O • 
, 

.o 05 
O 4 

ti. Regress:on 
95% confid , 12 16 20 

Concontraclón do aSA (micro or Iml) 

Para obtener la protelna total se interpola la abs. de la muestra problema obtenida 
experimentalmente en la curva patron que se muestra arriba. Es una gráfica lineal la cual se 
expresa matemáticamente por medio de la ecuación de la línea recta (Y=mx+b donde m es la 
pendiente o ángulo de inclinación y b es la ordenada de origen) y representa una 
proporcionalidad directa por lo cual es fácil predecir, interpolar y extrapolar valores como 
fueron la absorbancia obtenida experimentalmente Con estos valores interpolados se pudo 
obtener la concentración de proteina en microgramos por mililitro. este dato se introduce en la 
siguiente formula para obtener la protelna total. 

Protelna total = Concentración obtenida (Volumen total) 
Volumen de la alícuota 

./ 



Determinación de la actividad de las peroxidasas. (Rao, et al. 1995). 

La determinación de las enzimas peroxidasas se realizó preparando primeramente las 
siguientes soluciones 

Solución de Peroxidasa. Se disolvieron 2mg de peroxidasa extracto crudo SIGMA P-8000, 
extracto crudo en 10 mililitros de regulador de fosfatos (w I v) 
Solución de Guayacol. Se realizó una solución all% (v I v) 
Solución de Peróxido de hidrógeno Se utilizó una solución al O 03 % de peróxido de 
hidrógeno. 
Regulador de fosfatos Se realizó una solución reguladora de fosfatos, a una concentración de 
10 mM y un pH de 6.2. 
Durantp el procedimiento se realizó una curva estándar de peroxidasas, con 320~" de 
peroxidasas a la cual se adicionaron 500 ~" de guayacol. A la mezcla anterior se le adiciono 
de O a 0.375 mM de peróxido de hidrógeno, y se completo un volumen de reacción de 8 mi 
con regulador de fosfatos 10 mM a pH 6.2, Y fue homogeneizando mediante agitación suave. 
La reacción se incubó a 28 o C. y el color que se desarrolló, fue leido a 470 nm en un 
espectrofotómetro. 

Actividad de peroxidasa cuantificada por la oxidación del guayacol por minuto. 

03 

E 024 
• o , 
• 0.18 · • ~ 
n 012 e o • ~ 
< OO, 

o o 

o 

Curva estándaf de la actividad de peroxldasa. 
ev",,!a"on • ~ 099747 

., 

01 0.2 0.3 

Guayaco1 olddlldo (mM) 

0.4 

o ROBfosslon 
96% connd. 

Para obtener los milimoles de guayacol oxidado se interpola la abs. de la muestra problema 
obtenida experimentalmente en la curva patron que se muestra arriba. Es una gráfica lineal y 
se expresa matemáticamente por medio de la ecuación de la linea recta (Y=mx+b ). Con 
estos valores interpolados se pudo obtener la concentración de guayacol en mili moles de 
guayacol oxidado por minuto en un mililitro que representó a las unidades enzimáticas, este 
dato se introduce en la siguiente formula para obtener ta Actividad especifica. 

Actividad especifica = Unidades I ug de protelna 
Proteína total. 
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