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ABREVIATURAS

Reguladores del crecimiento vegetal:

ABA: Acido Abscisico.

Cinetina: 6-furfurilaminopurina.

IBA: Acido indolbutirico.

MCPP: Acido 2-met|l-4-clorofenoxxproplémco
ANA: Acido naftalenacético.

2,4-D: Acido 2,4-Diclorofenoxiacético.

2ip: 6-(v.y-Dimetilalilamino)-purina.

BAP: Bencil-aminopurina.

Medios de cultivo:

MS: Medio nutritivo creado por Murashige & Skoog (1962).
SH: Medio nutritivo creado por Schenk y Hildenbrant (1972).
Myt: Medio MS meodificado por Olivera F. (1995).

M]J Medio SH modificado por McKersie (1994).

Peso:

png: microgramos.
mg: miligramos.
£ gramos.

Volumen:

pL: microlitros.
mL.: mililitros.
L: litros.

Longitud:

pum: micrémetros.
nm: nanémetros.
mm: milimetros.

cm: centimetros.

Concentracion:
uM: Micromolar.
mM: Milimolar.
M: Molar.

N: Normal.

Varios:

cADN: Acido desoxirribonucleico complementario.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

AARNsa: Enzima con actividad hidrolitica del ARN.



CaMV-35S: Secuencia promotora de la transcripcion del virus del mosaico de la
coliflor, .
pB-gus: Enzima que hidroliza al sustrato x-gluc.

gus y npt II: son genes bacterianos de Eschericliia coli que codifican, el primero, para
la enzima B-gus, y el segundo, para la neomicina fosfotransferasa .

DMSO: Dimetilsulféxido. Tk

SDS: Lauril sulfato de sodio.

TE: Amortiguador de Tris-EDTA.

X-glue: 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-8-D- acxdo glucuroruco. .
dH20: Agua desionizada.

D O: Densidad o6ptica.

pH: potencial de hidrégeno.
g: gravedad.

°C: grados Celsius.

h: horas.

in Hg: Pulgadas de mercurio.
psi: unidades de presién en el sisterna’ mgles de medldas,147 psi o Ib.plg'2=
atmosfera. . :

W.m-2: unidades de intensidad luminosa.




RESUMEN.

El presente trabajo de te5|s se llev6 a'cabo'en dos etapas, 1a pnmera consxshé en el

establecimiento y. ca_racten”arcxé aé'i cultxv s de callos embrxogémcos de alfalfa."

medio para 1a i r d

los mejores expl

caracterizaron ‘los ¢

crecimien De esta manera se determiné que la

fase exponencial de crecimiento de dichos cultivos se presentS entre el segﬁndo y

quinto dia despuéside_l subcultivo.







1 INTRODUCCION
Los avances en la Biologia Molecular han permitido introducir nuevos genes a

muchas especies - vegetales. Frecuentemente ‘los . productos de "la ‘expresién de

dichos genes se acumulan en tejidos particulares. de la. planta, asi’las ‘plantas =

modificadas genéticamente son un sistema’de ‘expresién

preferible para la obtencién de p}gductos farmacéuticos

que tienen una gran capacidad para expresar genes proveniente

forma oral mediante el ‘cons

transformadas. Esto ultimo puede estimular respuestas inmunes ‘en los sitios de



reconocimiento’ de mgchos' patégenos, facilitando el disefio de. programas de

vacunacion en gran escala. -

a‘’administracion: por vfa oral, reacciones inmunolégicas

se han realizad

rabia represent




2 OBJETIVO GENERAL.
Establecer y caracterizar los cultivos ‘embriogénicos de alfalfa 'asbf‘ como las
condiciones minimas para su’ transforrﬁécbﬁ péxf ‘medio ' ‘de _bdmbardeo de

particulas.

3 HIPOTESIS GENERAL.

v :de. alfalfa por .‘m”d;id'fd‘q ?bvdri,\bardeo: de

particulas, ¢ht6nc_és,e$ probablé obtener plantas totalmente transformadas.




TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

4 ANTECEDENTES GENERALES.

4.1 ORIGEN.
La alfalfa tiene su drea de origen en Asia Menor y sur del Caucaso, abarcando

Iran, Su‘:a, Afgamstan y Pakistan; asf los persas

pafses como Turquia, Irak,

a Europ. (Bolton et. al. 1972).

La ubica 16 'la alfalfa, de acuerdo con el sisterna de clasxfxcacxon de

Lawrence (1951) Cronquxst (1968) cxtado por Radford et. al (1974), es la siguiente:

Tabla 4.1‘..(;iasifica‘¢:i6n taxonémica de la Alfalfa.

Reino Vegetal
Division Embryophyta
Subdivisiéon Angiospermeae
Clase Dicotyledoneae
Subclase Rosidae
Orden Rosales
Familia Leguminosae
Subfamilia Fabaceae
Género Medicago
Especie Sativa

Radford et. al.,, 1974.

Es una planta perene, vivaz y de porte erecto. Su rafz principal es piv&tante,
robusta y muy desarrollada (hasta 5 m. de longitud) con numerosas raices :
secundarias. Posee una corona que sale del terreno, de la cual emergen brotes que

dan lugar a los tallos los cuales, son delgados y erectos para soportar el peso de las

3



hojas y de las inﬂoréstencias,,adcmas son muy: consistentes, pm‘ tanto es una

planta muy adecuada para la sxega. Sus ho;as son. tnfolxadas, aunque las primeras

‘los: bordes

acen en las axllas de las ho;as. Su fi‘uto es una legumbre mdehlscente

racimos qu

sin espmas que contxene entre 2 y 6 semxllas amanllentas, arnﬁonadas y de 1.5a25

mm. de longltud (Radford et. nl. 1974).

4.3 IMPOR’I‘ANCIA ECONOMICA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

Se trata de un culhvo muy extendxdo en los paises de clima templado, en donde la

ganaderfa intensiva esla que ha demandado de forma regular los alimentos que ha

tenido que proveer Ia mdustna,‘ dand lugar asu cultwor xntensxvo.

paisajistica yv su;

importante red
para el propio cult
Por ser una esp

y reductor de la erosion’

siguen en la rotacién (Robles,

14



4.4 REQUERIMIENTOS EDAFOCLIMATICOS.

4.4.1 Radiacion solar.
Es un factor muy importante que influye positivamente en el cultivo de Ia alfalfa,
pues el namero de horas de radiacién solar aumenta a medida que dlsmlnuye la’

latitud de la regién. La radxacu.‘m solar favorece la técnica del presecado en campo

-anas al ecuador, y dificulta el secado en las regmnes mas

en las regiones més <

invierno: detien

comienzan a reb

temperatura medi

siendo el rango ’é‘p‘tirnro'c’lé t ras, segin las variedades de 18-28°C (Céstro,

1982).



4.4.3 pH.

El factor lxmltante en el cultxvo de la alfalfa es la acidez del suelo, excepto en la

sobre la alfalfa La bacte nodulante de la alfalfa es Rlnzobmm melzlotr, esta especxe :

es neutroflla y .reproducxrse por debajo de pl—I 5. Por tanto si falla la

asxmxlacnon de nxtrbgeno la alfalfa lo acusa (www mfoagro com.mx, 2003).

4.4.4 Sal rudad
La alfalfa es muy sensnble a la salinidad, cuyos sintomas comienzan con la palidez
de algunos te;ldqs, la disminucién del tamafio de las hojas y finalmente la parada
vegetativa con el cox‘-xsiguiente achaparrado. El incremento de la saliniclad induce

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

4.4.5 Tipo de suelos. ...

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



4.5 APROVECHAMIENTO DE LA ALFALFA.
4.5.1 En verde.
La alfalfa en verde constituye una excelente forma de utilizacién pbr su buena

calidad e ingestibilidad, pero conlleva gastos xmportantes tantc ‘en mecamzac:én

como en mano de obra.’ AI contrarxo sucede con el pastoreo dxrecto, pues

Constltuye la forma mas economxca de aprovechamlento de una ;adera, ;qnto al

pastoreo rotacional (Del Pozo, 1977) :

Es un método
adecuado en reg
tanto en siega co

La posibi

altimos cortes

son mas difféiﬁe‘

periodo se increme:



4.5.3 Henificado.

El uso de la alfalfa como heno es caracterfstico de regiones con elevadas horas de

radiacion solar, escasas precipitacionés’y elevadas temperaturas durante el periodo

productivo (Del Pézo, 1977

4.5.4 Deshidratado.
Es un proceso ‘que consiste en- la re_colec&é
acondxcxonamlento mecanlco y el secado

deshidratada - incrementa la calldad del

almacenamiento, permaneciendo sus caracterfshcas nutrmvas casi mtactas. Los




productos obtenidos se destinan fundamentalmente a las industrias  ganaderas
(Del Pozo, 1977).

146 VALOR NUTRICIONAL.

niveles 'de f-carotenos (precursores de.la vitamina’A) influy

n la rep;oduqciéh .
de los bo_vinos

En la Tabla 4.2 se. muestra’la composxcxén de la materia seca de ho;as y tallos
de la alfalfa (Bolton, 1972)

Tabla 4.2 Composicion quimica de la alfalfa.
% HOJAS|[TALLOS

Proteina bruta 24 10.7

Grasa bruta 3.1 1.3
Extracto no nitrogenado 45.8 37.3
Fibra bruta 16.4 44.4

Cenizas 10.7 6.3

(Bolton, 1972)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




a7 GENETICA Y ClTOTAXONOMlA.

La alf’xlfa es una pl

anta alégama, es decu', que el po]cn que fecunda a los évulos de

una planta provxene de’otro mdxvxduo dentro de la’ misma poblacnén Asf'es que G

para que pue o esta polmlzacxén

na‘amplia .’

explican ose asf la'

todos los contxnen» S en la actuahdad. Su relacxon con

manera natural’co ativa ; produjo ;' poblaciones con resistencia a bajas

ten‘uperaturasyﬁ?_: 2 ne ad 'vfo iares (Brauer, 1986).




SECCION 1

ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS EMBRIOGENICOS DE ALFALFA
COMO MODELO BIOLOGICO.

5 ANTECEDENTES GENERALES.

5.1 Embriogénesis somatica.

5.1.1 Cultivo de tejidos vegetales.
El cultivo de tejidos vegetales es una técnica que consiste en sembrar in vitro en
forma aséptica apices de x"a(ces y de tallos, primordios de hojas y flores, frutos

inmaduros, érganos aisla

, embriones maduros e inmaduros, segmentos de tallo

nteras pole'ri,'proto:plastbs y. atn plantas completas en

y hojas, asi como 6vulos,
medios nutritivos’ adecuados:y bajo condiciones ambi;e"ntales controladas (Street,

1997).

a)
b)

<)

f) Produccidé

g) Obtencién de plantas transgénicas con caracterfsticas deseadas.
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Esta técnlca esta basada en la tohpotencxalldad de las células vegetales, es

decir, una célula de un organ smo mul elular pos e todas as lnstrucmones e

mformacxbn necesana para desarroll rgamsmo ompleto multlcelular solo

Existen dos vfas’ para’l

cultivo de tejidos vegetales:
a) Organogénesis.A '
b) Embriogénesis somatica
5.1.2 Embriogénesis somatica. 0 -

Un embrion sé define como el estadé il;licié\i ael desérrbllro'd/é' izna ﬁlanta (Wa‘rd‘law

donde se

morfolégicamenfé son similares a los embriones sexuales (Sharp, 1980).

18]
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La embrlogénesns asexual (=] embnogénesns soméhca in mlro, fue reportada

por pnmera vez por Steward Mopes y Meras (1958 en: szserat et.nl., 1979) en

cultivos en suspensxén y por Remert (1959, en Tsserat ‘et.al. ‘1979) en cultxvos de

callo en'medio s6lido en zanahoria (Dnucus carota

de condiciones favorables que les permxtan conhnuar la dlvxsxén celular y su




‘xpreﬂén embnogémca. Por el contrarlo la embrlogénesxs mdxrecta reqmere de

una redeterlnmacxén de células dlferencmdab, prohferacxén de callo y desarrollo
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513 Embfiogénésis somdtica en alfalfa.

La alfalfa es una 'espe\::ie“que se hé i‘egenerado por cultivo. de tejidos vegetales.

Hasta la década dellos‘80's su: vla de propagac:én fue Jla organogénesxs,

po%terlormente se ha desarrollado su propagacxén vfa embrtogénesls somatxca.

axlédaa de

vitro, y la regenex{éyciénd mbriones somaticos sera mayof (Viilegas, 1986).

25



5.1.4 Factores que controlan la embriogénesis.

5.1.4.1 Medios de cultivo.

White (1963),hz§sta aqqélivo’é mds concentrados como.

incluyendo aq@éil'

nizada 'y reducida, es

necesaria tanto en_el medi e induccién.como en el:medio_de regeneracion. De

: % N i g
hecho el proceso’ de’ induccién ' involucra lainteraccién del ion amonio (forma
P d -

reducida) con los reguladores de crecimiento. La fuente de ‘nitrégeno total es

26




determinante en la etapa de desérro]!o de los embriones somaticos. Walker y Sato

(1981), enuncia que

1 ién amonio suplementado: de. manera exégena tiene un

ganicos tamﬁiéﬂ se ha empleado como fuentgdé"

asefna hidrqlizééla (Amxﬁiratb y Steward, 1971

Otros_elementos minerales mportantes ‘en la e‘n1brxogé‘nesis_somatica' son el
ion potasio especialmente cuando el suplemento de nitrogeno es inadecuado

27



(Tlsserat et. nl., 1967) y el ﬁerro que debe adxcnonarse en forma quelada como Fe-

EDTA, ya que su ausencxa u'nplde que Ios embrlones en estado globular pasen al

embriones esta

reguladore.; de

e

la auxina sintética “acido "2,4-diclorofenoxiacético’ (2,4-D) 'pi'omu‘e\.'éﬁ

de

embriogénesis durante el estado preglobular en los cultivos, en cambio, que el
' ' 28



mantenimiento de una alta, concentracién de este agente inductor, inhibe el

desarrolio de los embnon s oen ocasxones provoca que los embriones globulares

xina natural y en menor, esca ael

observaréf'embriogénesis El tango de concentracxén de las - auxlnas “varfa

enormemente Kao'y, chhaylukv(1981) en los sistemas para alfalfa, establecen que

Ia concentracxé ptima de los reguladores del crecimiento resultan ser especificos

de acuerdo al genotipo ‘l._xl'naterial empleado por lo que debe ser determinado

emp(ricamente.

En relacxén ‘a las cxtocxnxnas, Fujimura y Komamine (1980) citados por

Ammirato (1984), sostienen que estos compuestos son 1mportantes pata promover

requieren para el desarrollo de los embnones y para su conversxén en plantas

29



(Kavatherkar e¢t.al., 1978 en Ammirato, 1984). La citocinina mas empleada es la
cinetina con un rango efectivo de concentracion . de 0.5uM a 5.0uM (Ammirato,

1984). -

5.1.4.3 Condicion

En este aspect posible generalizar en cuanto alas cond:cnones de luz ode

9 4) mencxona que la embrxogéne51s

(fotoperlodo) s( como dxferencxa en cuanto a la calidad de la luz. En lo refex'ente a’

la temperatura, este mismo autor enuncia que existen pocos traba]os sobre el efecto

de este factor en los cultivos.

5.1.4.4 Factores que controlan la regeneracion de alfalfa.

Genotipo.

Se ha corroborado ampliamente que la regeneraciéon de alfalfa esta plenamente

germoplasma y. est consxderarse para cualqu:er tra a; ue_ se realice con °

esta planta (Kao y chhayluk 1981)
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Saunders y Bmgham (1972 1975) concluyen que la obtenmén de brotes en los

cultivos de a]falfa esta condxcxonada por la 1nteracc16n del genotlpo v los medios

de cultwo de xnducc:é y regeneracnén. B

nitrégeno redu

combinacion de ',.;Vla

3



favorablemente la embriogénesis en cultivos de la linea RA 3 (Regen S) de Medicago

sativa.

.5.1.5° Secuencia para la obtencién de embriogénesis somatica y
regenety'acion}de pléntulas.

El pnmero 1mphca ‘someter al explante a una alta concentracién de 2,4-D en el

medio “de cultlvo,.esta fase se . consxdera como fase de induccién de la’

embriogénesis. El ‘segundo paso es el desarrollo y germmacnén de los embnones

somaticos, esto implica’transferir el allo formado a partu‘ del explante i u:xal aun



6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo General
Establecer y caracterizar cultivos de callos embriogénicos de alfalfa (Medicago sativa

L.) como madeclos biﬁlégicos, de transformacion biolégica.

vos especificos

« Establecer cultivos ’a:s'éptjcios de semillas de alfalfa.

de.cultivo en base a las sales .inorganicas (nitratos
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7 HIPOTESIS.

Si la respuesta. del’ proceso:de: e'rnlﬁriogéne'sisﬁ sbn‘_\éﬁca ‘es dependienfe ‘de la

presencia  de ‘auxina > es " ¢ 1t : e explante
utilizado entonc
condiciones; a

tejiclos y concentr:
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8 MATERIALES Y METODOS.

8.1 Aspectos generales.

8.1.1 Seleccion del material biolagico.
Los cultivos de callos embriogénicos se establecieron a partir de explantes
obtenidos de plantulas de 15 dfas de germinadas bajo condiciones in vitro de alfalfa

(Medicago sativa L.) de las variedades Aragén y Moapa.

8.1.2 I’reparacxén de medios de cultivo.

Los medios de cultivo se prepararon a partir de soluciones cbncentradas 100X (ver

Anexo 1) y se probaron tres diferentes en base a las sales inorgénica SH (Schenk y

Hxldenbrant 1972), Myt (MS modxfxcado) y MJ. (SH:.modificado)(ver,

medios SH y MJ en dlferente

se adicionaron dOS c1toc1n'nas

medios, asxmxsmo L roli

respecta a Ios com

presion de 1.3 kg.ecm-2 018 1b.pulg-2' durante 18 minutos.




Tabla 8-1 Composicién de los medios de cultivo utilizados en la induccién de
cultivos de callos embriogénicos en dos variedades de alfalfa.

SH M) MyT
Sales inorganicas SH! | Sales inorgénicas SH! Sales inorganicas MS!
Vitaminas SH! Vitaminas SH? Cocktail 201
Cinetina 0.2 mg.L-? Cinetina 0.2 mg.L-? BAP 0.3 mg.L-t
2,4-D 11.2 mg.L-1 2,4-D 1.0 mg.L-? MCPP 3.0 mg.1-1
L-prolina 288 mg.L-1 Adenina 10 mg. -}
1Antioxidante 15 mg.L"!

(1) ver Anexo 1

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

de 16 horas luz/8 h de’ oscuridad, ‘una temperatura de 25+2°C y una intensidad

oicimédaméﬁtg 100 - semillas de ' cada variedad (por
separado) en etanol al 70% (v/\./) durante un minuto.

2. Se enjuagaron tres veces con agua desionizada estéril, durante un minuto por

cada enjuague.’

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN 3




En scgulda se colocaron las semxllas en una solucnén de hxpoclonto de sodio

comercnal al 30%(v/v) (Cloralex" con 6% de lngredxente ax:two) durante 7-8

desnomzada estérll. :
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8.2.2 Establecimiento de cultivos asépticos con semillas de alfalfa,

Una vez esterilizadas la; “sc; llas de ambas variedades de alfalfa, se sembraron en

frascos de alimento ,ibnfz'lriti on 30 mL: de medio MS (Murashige y Skoog 1962) (ver

Anexo 1) a razén de 30 semillas. por. frasc o'y se mantuvieron bajo condiciones de

oscuridad, una

“los explantes se

oxidacion y el tejidb;xjnadre. U
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8.3.2 Proliferaci6én de callo embriogénico.
En ecsta etapa los reguladores de crecimiento se mantuvieron en la misma
concentracién que en la etapa de induccion, al igual que los demas componentes

del medio de cultivo y condiciones de incubacion.

8.3.3 Mantenimiento y regeneracion.

Los cultivos de callos se mantuvieron reduciendo de manera grad

ores de crecimiento. La  reduccion fue hecha en p

tierra-hojarasé
de longitud. Se
8.4 Curva
SH.

Habiendo seleccionado mejor,

xplante 'y. medio para la regeneracién de

plantulas se realiz6 la'cinética de crecimiento de los callos embriogénicos a traves

de curvas de peéo fresco. Se inocul6 con 1.0 g de callo proveniente del medio SH en

frasco de 50 mL}que contenia®15 ' mL de medio de induccién, Se realizaron 5
repeticiones por explante para cada variedad ‘dé las cuales sé tomo el peso fresco

de cada gramo de callo tres veces por ‘semana durante 24 dfas (registrando los
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incrementos en peso) para determinar todas las fases de crecimiento para el callo

formado. -
| Embriogénesis somatica.. ‘l
Establecnmlento de cul tivos asépticos a
lllas de alfalfa.
- Inducci6n'de callo
‘embriogénico.
- Subcultivos cada
‘ dos semanas.
Curva de crecimiento de Proliferacion de callo
callo embriogénico embriogénico.
<. Subcultivos cada
P dos semanas.
Mantenimiento de callo
embriogénico y regeneracion
de plantulas.

Figura 8.1 Ruta critica para la obtencién de plantas a partir de la embriogénesis
somatica.
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9 RESULTADOS Y ANALISIS.

9.1,Mbévtt,)’do‘cller esterilizacion.
Para el eléta'bl’écih\-iéﬁvto de cultivos asépticos de alfalfa, se necesité partir de
semil]ag de ambas variedades comerciales (Aragon y Moapa), para lo cual, se
probaron dos métodos de esterilizacién superficial de la semilla, con los que se

obtuvieron los resultados presentados en la Tabla 9-1.

Tabla 9-1 Métodos de esterilizacion de semilla.

METODO DE VARIEDAD SEMILLAS SEMILLAS
ESTERILIZACION SEMBRADAS | CONTAMINADAS (%
EtOH 70%(v/Vv),1min. Aragén 300 60
NaClO2 30%(v/ V),
S5min. Moapa 300 70
EtOH 70%,1min. Aragon 300 o]
NaCl0230% (v/v).
8min.
Tween, 1 gota Moapa 300 (o]

Microdin®,5gotas

Como se muesh;a en la Tabla 9-1 utilizando el primer método de esterilizacién se
logré una asepsiz; del 40% para la variedad Aragén y un 30% para la variedad
Moapa, por lo que se decidi6 probar un segundo método de esterilizacién ya que el
anterior mostré muy baja eficiencia, asf se logré una asepsia total de las semillas

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

TESIS CON
LFALLA DE CRIGEN
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NIONO 10

g

K00 B

Figura 9-1 Establecimiento de cultivos asépticos con scmillas de ambas variedades de
alfalfa.

Los resultados obtenidos se derivan de que factores fisicos y quimicos como
agitacion, adicion de desinfectantes y de tensoactivos, tienen efectos sobre la

viabilidad de los microorganismos, ademas de los tensoactivos como el Tween 20

(Mejia, et al. 1998).

En primer lugar se pusieron en contacto las semillas con etanol que dado sus
propiedades que lo caracterizan como antiséptico, inhibe la actividad de la
mayorfa de los microorganismos, pero no la totalidad., sin danar los tejidos
vegetales (Mejia, et. al. 1998) dado que actuan lesionando la membrana celular de
los microorganismos desorganizando la estructura fosfolipidica Yy
desnaturalizando protefnas celulares. Posteriormente las semillas fueron colocadas
en una solucién qu‘e c@ntem‘a NaClIO:z el cual, es un desinfectante que actaa sobre

proteinas y dcidos nucleicos de los microorganismos, oxidando grupos sulfidrilo,




ademads de atacar grupos aml os, mdoles y al hldroxlfenol de la tlrosma, es activo

sobre todas las bacterlas, 1ncluyendo us' spor y: ad mas ,cs efectivo en un

a del hipoclorito de sodio se
& el hipoclorito es

es'muy reducida

lﬁla: a &avés de la
eutro y penetra

ingresa - como . gas

del Microdin®

elementos celu

de que actaa de fi
tension sﬁée?rfiéi
una mayér 5r
esto se logré 1 e

de callos embriog

(http:// www.colpo .mx/dgrocien/}é ﬁnestrél/ZOOi/méy-juﬁ/éi;:;l .pdf).~
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9.2 Establecimiento y caracterizacion de la cinética de crecimiento de los
cultivos de callos embriogénicos de alfalfa.

9.2.1 Induccién de callo embriogénico.
Con la finalidad de encontrar un medio que favoreciera la formaciéon de embriones
somaticos y proporcionara una buena proliferacion celular se probaron tres

composiciones de los medlos de cultlvo, éstos con51sheron de las sales morgamcas

ademas de'ld

del SH y MS con 30 gL.-1 de sacarosa como fuente de carbono, .

respuesta positiva a la formacién de callo

Todos los: medios’ de cultivo® probados  indujeron: misma resi:qesfa en

cuanto a formacién-d

probados para la induccion (SH, MJ y. Myt). Estos callos Huvieron tina consistencia -

ienen " una - alta

presentan zonas menstemétxcas »Las zonas,merfstematlcasr

capacidad de division celular ya que en ellas se blosmtetlzan y/o Ilberan factores
44



de crecimiento naturales (George and Sherrington, 1984). Asimismo, la presencia
de auxinas fuertes como el 2,4-D 6 MCPP en combinacién con las citocininas,

estimula la produccion de callo y division constante de las células.

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

El MCPP es una auxina sintética, que tiene como funcién la modulacién
morfogenética cuando se presenta en altas concentraciones. Su funcién es actuar
sobre las peroxidasas que se encuentran presentes en las paredes celulares

llevandose asf la formacion de proembriones (George and Sherrington, 1984).

El 2,4-D estimula la division celular, sintesis de proteinas y ARNm en las
células del tejido en crecimiento, ademas de que favorece la sintesis de algunos
polipéptidos mientras que reprime la de otros. Produce cambios en los productos

de traduccion que ocurren rapidamente después de su aplicacion. Ast, el aumento
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de m-ARN puede ser debido a una mayor tasa de estimulacion como consecuencia

de la aplicacion de dicha auxina sugiriéndose asf que la transcripcion es un

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

NEOMO &0 YT

|

fadl

¢
Y

i)

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

9.2.2 Proliferacion de los cultivos de callos embriogénicos.
El callo producido en la etapa de induccion se subcultivé para llevar a cabo su
proliferacion. Los callos formados en la primera etapa se subcultivaron a los tres
medios utilizados anteriormente respetando los mismos niveles en cuanto a sales
inorganicas y reguladores de crecimiento ademas de quitar partes que presentaron
oxidacién y tejido madre(ver Figura 9-4). En csta ctapa se encontré que el mejor
medio para la proliferacién de callo es el medio Myt para ambas variedades siendo

el peciolo el que proporciona mayor rendimiento para la variedad Aragon y
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peciolo tallo: para la’ variedad_Moapa,b seguido por ‘el medio MJ con un mayor
rendimiento pa’ré tallo y. peciolo en la variedad Aragén 'y de hoja cotiledonaria,
peciolo y tallo respccnvamente paréif‘lé,\}aﬁe'dédb Moapa. Por tiltimo el medio SH es

en el que meno vo ‘en cuanto a proliferacion de callo se refiere

En ,’los »&es‘medxosderultgvoy empleados se cuenta nitrégeno reducido en
forma-dev-.viones de amonio 'y junto con los aminoacidos afiadidos (L-prolina)
estimulan la proliferacion de callo y formacion de embriones somaticos, tal como

lo describen Walker y Sato (1981).

Figura 9-4 Proliferacién de callo embriogénico después de tres subcultivos en un
periodo aproximado de 45 dias.
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frascos con callo/ frascos con explante

12.3

124 R Peciolo
M Hoja cotiledonaria

1 S Tallo

MJ SH MyT

Medios de cultivos

Figura 9-5 Proliferacién de callo embriogénico para la variedad Aragén en los

frascos de callo/frascos de explante

tres medios de cultivo utilizados.

7.2 7.25

S Peciolo
R Hoja Cotiledonaria

N Tallo

e 56

M) SH Myt
Medio de cultivo

Figura 9-6 Proliferacion de callo embriogénico para la variedad Moapa en los

tres medios de cultivo utilizados.
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El medio Myt resulté ser. el mas efecuvo para la 1nducc16n y prohferacxdn de

callo embrlogémco debldo a que contiene la auxina MCPP la cual en_altas

concentracnones f'\vorece la formacién de proembnones debldo a’ que actua sobre :

variedades.

Para los cultivos'de callos embriogénicos provenieﬁte ‘del explante tallo,

presenta el segundo mejor rendimiento después del éxplante peciolo. El tallo
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realiza pnncxpalmenle dos funcxones en la phnta, la de soporte y crcc:mxento, y al

igual que el pecxolo contxene células merlstemahcas tanto en la zona aplcal c6mo

en la radlcular que da ongen a la raiz Ademés de que. ontiene gran canndad de .

nodos donde la dxvxsxén celular es muy alta

En general entre el explante peciolo y, el ‘tall‘o;nkovhayvdiferencia significativa,

ya que en ambo plantes se observa una respuesta favorable a la induccién y

proliferacién de cal s‘embrxdgénicos, no asf a la hoja cotiledonaria.

9.2.3 Mantenlmlento de callos embriogénicos de alfalfa y regeneracién
de pl&ntulas. ;

La germinacién de los embriones sométicos se logré en los callos provenientes del

medio SH en el cual, el 24-D (auxina sintética) estuvo presente en mayor

concentracion, lo que'indica que la cantidad de dicho regulador de crecimiento

(11.2 mg.L?) es el facto limitante'para lograr la formacion de dichos embriones y

su posterior, germinaciéh (\fer, F_igljras M9—7_ y_k'9-8). En pregeﬁcia de 2,4 D en menor

cantidad se obtienen embriones deformes que tinicamente dan lugar a la formacién
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de raices pero sin desarrollo de la parte aérea y no se logra su germinacién (ver

Figura 9-9).

Yo Bl Cailo rizogénico
‘R B8 Regeneracon
e

131 60

e

l ]

e 40 ~4

r

a

c ol

i

6

n

Medio de cultivo

Figura 9-7 Regeneracion de plantulas a partir de peciolo de la variedad Moapa
proveniente del medio SH

Callo rizogénico
Regeneracion

=°”ﬂbﬁm:mmmw$

Medio de cultivoe

Figura 9-8 Regeneracion de plantulas a partir de tallo de la variedad Aragén
proveniente del medio SH
si



Figura 9-9 Planta de alfalfa regenerada a partir de callo embriogénico
proveniente de peciolo de la variedad Moapa.

Se observa que la variedad Moapa presenta mayor regeneracion que la variedad
Aragén por lo que el genotipo de las variedades de Alfalfa es un factor

determinante para la regeneracion de plantulas a partir de callos embriogénicos.

El callo embriogénico proveniente del explante peciolo presenta mayor
resistencia a la concentracion del 2,4-D que el que proviene del explante tallo y es
capaz de regenerar tanto la parte aérea como la rafz. Con esto también se
demuestra que tanto el tipo de explante como el estado fisiologico de la planta a
partir del cual se tomo6 son factores extremadamente importante en el éxito de la

regeneracion de plantas; ast los callos embriogénicos provenientes del explante
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peciolo de la varicdad Moapa presentaron mayor proliferacion y regencracion de
plantulas.
9.3 Curva de crecimiento de callos embriogénicos obtenidos del medio
SH.
En lo referente a la cinética de crecimiento evaluada a través del peso fresco, existe
un comportamiento similar entre explantes de las dos especies es decir, el tallo y
peciolo presentan e{ rﬁisxjno pa:tré_n de yn@l_tipl_icgicién gelulé;. Los ihcrementos se

dieron en relacién al peso fresco que presentaban 1os callos elndfa‘de la iﬁdculagién

y representan también la ganaricia a 10514 ‘dfas después del sub'cbul_ti\iq'(ylkér”l:ig.lra

9-10).

Con base en” los: resultados ‘obtenidos:de:las curvas“de . peso fresco, se

como oxidacién’ del' tejido por la’ produccién’ de - compuestos ’fenélibos. Cabe
mencionar que es recomendable realizar una curva de peso seco para asegurarse
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que la ganancia es en masa y no retencion o absorcién de agua por parte de las

células.

A partir de

los resultados obtenidos en induccién, proliferacion y

regeneracién del callo embriogénico, se determiné que los mejores callos a

bombardear con microproyectiles cubjertos de ADN fueron los obtenidos de los

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

tuvieron altas tasas de produccién de embriones y se present6 la regeneracion.

Peso (gramos)

1.2+

—a— Aragdén peciolo
—e— Aragon tallo
—a— Moapa peciolo
—w»— Moapa talio

v ¥ +— ¥ ¥ T
- ] 2 L] [} 8 10 12 14 16
Tiempo (dfas)

Figura 9-10 Cinética de crecimiento con base en ¢l peso fresco de los cultivos de

callos embriogénicos de

tes del medio de cultivo denominado
SH.

T2l

prov
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231  —e— Arag6n peciolo
—~&— Aragé6n tallo

025 1 Moapa peciolo
—— Moapa tallo

02

T

0.15 4

Ln peso

0.1 +

0.05

o 2 4 6 a8 10 12 14 16

Tiempo (dfas)

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

Se obtuvo el método de estenhzacxén que consiste en sumergir las semillas
un minuto en etanol al 70% v/v, colocarlas en una solucién de NaClz al 35 %

v/v con Tween 20 y plata colondal durante 8 mlnutos.

Las variedades de alfalfa en estudio resultaron ser embriogénicas en ambos

casos., .- -

Se establecieron y caracterizaron los cultivos de callos embriogénicos de dos

para la germinacién de los embriones.
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La regeneracxon de pléntu]as se reahzo induciendo el callo embriogénico en

el medio SH du‘a nte dos semanas en cada subcultivo, siendo en total 2

La fase exponen al de crecxm ento celular para callos de ambas vanedades

se presenta partir. del segundo 'y hasta el quxnto dfa después del‘

subcultxvo. i
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SECCION 2

TRANSFORMACION GENETICA DE ALFALFA
11 ANTECEDENTES GENERALES

11.1 Vacunas Comestibles
Una vacun‘a"f_,e's'una”suspensién de microorganismos muertos, debilitados o de
fragmentos” de'los 'mismos. Al introducirla en el organismo, desencadena la

anticuerpos contra el agente infeccioso. Asf, cuando, mas tarde se’ .

2001).

Gran cantidad de compuestos de diversos tipos se han estado produciendo
por muchos afios en diversos sistemas. El sistema de expresion ideal serfa el que
58



produce el materlal en mayor cantldad mas seguro y blolégxcamente mas activo

con el costo mas ba)o El' uso dt. células de ma mlferos modlﬁcadas con técnicas de

donde esta tecnologfa esta teniendo un impacto importante:“en 1a produccién de
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anticuerpos y sus receptores y en la produccién de vacunas comestibles (Gémez,

2001).

La produccion de’ diversos antigenos en plantas:transgénicas-es un hecho

demostrado’ desde_hace afio xperimentos fue que

mayor que 50 to

de trigo, arroz:o . m

distribucién en lﬁgar remotos”y de dificil acceso'no sea adecuado. La rn_aybrfa de

las vacunas disponibles se aplican por via pai‘éhteral (inyecciones). La OMS  ha
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recomendado’ en diver'sa‘s ocasiones ' buscar alterné\tivaé para sustituir a las

1nyeccxones, debldo a que se. ha encontrado en algunos pa(ses que hasta un 30% de

las xnyeccnones se reahz n co' ermgas o esté les (Gémez, 2001)

inmunidad en mucosas contra los agentes ilj\fecciosos que entran al cuerpo a ‘través ;

de una superficie mucosal (Gémez, 2001).

Una preocupacxén xmportante con las vacunas orales es la degx' dacuﬁn de los

antigenos en el estébmago e 1ntest1nos antes de que puedan producu‘ una respuesta. o

inmune. Para p =gerlo; de la degradacnén se han desarrollados vanos metodos e

Los antigenos derivados de plantas han inducido respuestas inmunes a nivel
de mucosas y de suero cuando han sido administrado tanto con inyecciones como

por via oral en animales de laboratorio y en varios experimentos. Por esta razén se
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considera. que las vacunas preparadas en plantas tienen un gran potencial. La

cantidad de tejido Vegeté} que considera una dosis de vacuna debe ser pequefia.

Icahzar éltos niveles de expresion _en el tejid\ vegetal vEn'

Por ello es xmportant :

los* nxveles ‘de expresxén de las- protefnas con: aplxcacxén farmacéuhca

general,

S| tr: nsgémcas ha sido menor.al'1 % de 1a proteina soluble;_ .

uy 1mportante para una posxble aplxcac n comercnal

e debe purificar.,

incluye por-:lo
Ephemerovirus

(Bac=. 1991). "

Estructura
Rhabdoviruses es aproxxmadamente 80 nm de largo y 75 nm de par en par El
genoma de la rab1

proteina de -1

xmportahtes 3]

rhabdovnruses tiene: fcornponentes estructurales

helicoidal de la rlbonucleoproteina (RNP) y.una cubxerta cxrcundante. En la RNP,
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el ARN genémico es encajonado firmemente por la nucleoprotefna. Otras dos
proteinas virales, la fosfoprotefna y la protefna grande (L-proteina o polimerasa) se
asocian al RNP. La glicoprotefna forma aproximadamente 400 puntos triméricos
que se arreglan firmemente en la superficie del virus. La proteina M se asocia a la
cubierta y al RNP y puede ser la protefna central de la asamblea del riiabdovirus. La

estructura y la composicion basica del virus de la rabia se representa en la Figura

11.1 (Baer, 1991).

———h I | Oprote in N
o phosphoprotein 11

M2 prote inass.,
ety tT ansnenbr-arw glycoproteln G

Figura 11.1. Genoma del virus de 1a rabia.

Historia natural.

El virus de la rabja causa una encefalitis aguda en todos los anfitriones de sangre
caliente, incluyendo seres humanos, y el resultado es casi siempre fatal. Aunque
todas las especies de mamiferos son susceptibles a la infeccion del virus de la rabia,
solo algunas especies son importantes como dep6sitos para la enfermedad. En los

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

coyotes ('Baer, 1991).

Transmisién i

La transmxs:én del vxrus de la rabla comlenza generalmente cuando la salxva,

por la extensu‘)n del virus'a los nervnos penféncos La‘amplificacion de la mfeccxén

dentro del CNS ocurre durante cxclos de la transferencia viral de la réplxca y de la
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célula a célula del vxrus de la progeme. La extension del virus puede conducir a la

invasion de'sitios de varios tejidos finos, incluyendo las glandulas salivales (Baer,

1991).

Sintomatéltjgia .

Los primefo_s sfntomas de'l 'rab‘ ) puéden ser no especificos como gripe, fiebre, o

dolor de cabeza; que puede durar por dias. Puéde haber malestar en el sitio de la”

exposxcxén (motdedura) progresando dentro de dias a los sfntomas de la

vacuna. las excep
Prevencion.'

No existe trafarnie to

correspondiente. El control de las pob]ac:ones y Ia vacunacxén parenteral v oral de
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reservorios silvestres y domeésticos es hasta ahora el me)or hpo de prevenci6n, asf

como los programas efectxvos de dlqulén para la salud (www.v:arural com.ar,

2002).

Tratamiento.

Vacunacion contra'la rabi

Las vacunas de Ia rabxa humana tienen su hxstorla con el pnmer t:ratamxento del

antirrabico desarrollado por Past Roux y sus colegas en 1885 No fue hasta 1900

que se realizé la primera vacuna 1nact1\(ada para rabia, Ia cual contenia fenol sin

embargo esta vacuna:fue descontinuad or contener: residuos del virus vivo o

atenuado; a pesar de ‘est Semple:se sigue utilizando en paises en

vias de desarrollo (www.drscope.comy)

Las vacunas de virus muerto requieren que el virus de la rabia se produzca en alta
concentracion. Esto es acompaifiado inicialmente por el crecimiento del virus en
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tejido cerebral de cone}os, células BHK células CEO células Vc.ro u otros sustratos.

Se han utxhzado vanos métodos para mactlvar las vacunas anhrréb:cas. Estos

incluyen la lu? ultravmleta cetllenetllenlmxna y otras ‘aminas. Estas vacunas

pueden contener algu

inmune (www‘drscope.

Rabxa Parahtu:a Bovinaen MéXICO

ser un gravv'e‘
redujeron‘la pr
1998; mantenie
la notifiCACijén

medidas contr P

Nuevo Leén y‘

libres de esta’

1 745 dosis de
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Importancia Econémica

El tratamiento de los bovinos con anticoagula‘ntes‘inyectadoé»es'una accion til,

pero combinada con otras, ya que la circulacion de la sustancia sélo dura’c

animal mordido

concluye con'la

ientos vacunales’a personas

sulta por demas importante; entre otras

causas de perdidas econémicas ( www.chp.s‘agarpa.gob.mx . 200A1)'

uales para la transformaci6én genética de plantas.

Vi

La manipuléci@n‘o transformacion genética de plantas se refiere a la alteracién
racional y deliberada’ del ‘genoma de las células vegetales a partir de las que se

obticne una planta completa. La introduccién e integracién estable de un gen
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extrafio en el genoma de la planta le conhere una nueva caracteristlca de 1nterés

(mejor’ cahdad de frutos, golerancxa a. enfexjrr\edadps, : plagas 'y condlclones

técnxcas “de

ambxentales ,adversas

han agrupado en dos

La trayn‘sfeblen
métodos fisiéos tale:
(biolistica) cubierta:
inducida por :
(polietilenglicol (PE

y Garfias, 1997).

a“-transformacion
mediada por. ADN con éxito en
protoplaétos (células vegetales sin pare ). Desafortunadamente labregeneraciOn de

plantas completas a partir ‘de protoplastos es dificil en algunas especies y
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frecuentemente es dependiente  del genotipo.. De' las técnicas  directas, la mas

utilizada actualmente para. cultivos ;dé celulas y tejidhds“. es el .bombardeo. con
microparticulas (biolfstica). - Este método pefmxte la'penetracion de Ia pareﬂ celular

y ha demostrado ser eficiente para muchas especies vegetales. Microparticulas de

tungsteno u oro (apxy-o_xima,damente
ADN y son ﬁtilizadés como’proyecti

liberan el .ADN é_on le

y se debe construir un vector ade

cuado qde.‘contenga todos los genes y

secuencias reguladoras requeridas. |
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e Se debe desarrollar o b’adap'trar ‘un sistema eficiente de transformacién’'y

seleccion de transformantes

producto’obtenido no es. una amenaza

ngun riésgqv ambiental.”’

bacteria fitopatégena‘p_resgnteu en’el’'suelo tiene la capacidad-de transferir ADN de

sus plasmidos " (ADN . circular  extracromosomico)a ‘las ~células vegetales.
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]ntroduciendo un segrhento de su ADN; (denomihado ADN transfendo),_

contemdo en sus plasmldos ’I‘n(mductor de tumore ) y Rl(mductor de rai'CEs), estos

utilizan “macroproyectile:

blanco de los proyechles se dxsponen de tal forma que presentan la maéaxima

72




superficie para el bombardeo, en una drea de cerca de 5 cm de diametro (ver
Figura 11.2) (Herrera, 1997)

T .

LOS PROYECTILES
QUE TRANSPORTAN
EL ADN SON
DISPARADOS HACIA

= LULAS

LAS CE

) T B
'3 INTEGRACION AL

GENOMA VEGETAL

Figurs 11-2 Repr i6 dtica del si de bombardeo con
micropsrticulas o blollstic-. Se lnuestr- ¢l sistema mis moderno, en donde el
macroproyectil es propuisado por una descarga de helio a alta presién.

Existen varios factores de afectan la transformacién por bombardeo de
microparticulas:
1) Naturaleza de las microparticulas

Se han utilizado microparticulas de tungsteno y de oro. El tungsteno es un material

de bajo costo y disponible en una gran variedad de tamaiios. Sin embargo es t6xico
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para algunos txpos de células ademas de sufrir ox:dacnén en'la suPErfxcu: lo cual

puede afectar al ADN que se le adhxere causando su degradacxén El oro es un

o para las células vegetales y no catalxza

dhiere. Sln embargo es un matenal e alto costo

onsiderar la concentrac:én de las mxcropartf&:ulas ¢ Una

concentracxén muy:b lograra cubnr el area deseada mxent-ras que una alta

concentracxén puede resultar en 1a aglomeracxén de partfculas que puedan causar

un gran d i uthgate et. nl 1995)

2) Adl).erv'encia de ADN a las microparticulas. ' ..

Altas . concentraciones de ADN ‘p'rod‘u

microparticulas, lo cual reduce la frecuencia de tralesf rmac
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3) Transporte de las microparticulas al tejido.

Existen varios factores principales que afectan la velbcidad y por lo tanto la

penetracién de las microparticulas en lés‘tej dos.
aplicado, poder de aéejeracién'y‘gdiétdhc
el tejido.El rango de vacio para obtene

10-280 in HG's'egﬁ:n es.tﬁdfbs realizados (Klein'et

ve]ocifléd de ja misma

distancia ‘entre; las’

! de expresién

perman nte u obtencion de plantas transgénicas.”

Una ineficiente incorporacién del
gen extgrho al geﬁoma del huésped, puede conducir a la inicial expresién de la
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protefna de interés pero el gen externo 'se perdera en la siguiente replicacién del

ADN genémico durante l;\-;ii\;iéién'ceiﬁlai. (Southgate’, 1995).

3indolil-B-D- "glucurénico) ; (ver Figura. 11

oxidarse, produce

pueden ser iden

1987).

Figura 11-3 Estructura quimica del x-gluc.
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Un problema potencial es la actividad endégena semejante a la enzima 3-
glucuronidésa de las células huésped, por lo tanto es necesario utilizar controles

negativos.

Los : genes_ externos requieren usualmente de promotores para poder ser

expresadpse»n(lés célﬁ_lés bhuésped. El promotor 35S del virus del mosaico de la

cohflor ha sido extensamente utxlzzado con dlstmtos grados de efxcxencxa en

del gen (Southgate et. nl., 1995)
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12 OBJETIVOS
121 Objetivo General

Elaboracion de una construccxén genémlca y. transformac:én genética de callos

embriogénicos de alfalfa por bombardeo de particulas :

contenga el ‘gen ;odificaﬁte de la proteina

"la selecciéon

e Determina

e Realizar ) éru

trasformados.
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13 HIPOTESIS .

Si se transforman callos embnogémcos de alfalfa por medxo de bombardeo de
part{culas con plasmxdos que portan el gen de la ghcoprotefna "G" del virus de la’
rabia entoncgs, ‘- es» posxble' obtener plantas’ transgénlcas que expresen, dicha

proteina.
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14 MATERIALES Y METODOS.
14.1 Materiales bioldgicos

e Los plasmidos pUC-pSS/pWR-21 que porta de manera indiv:idual el cADN

neomicina - fosfotransferasa

Politécnico Nacional, Unidad Irapuato.

e Callos embriogénicos de seis semanas de edad de dos variedades de alfalfa.

14.2 Curva de tolerancia a kanamncnna d : os'yégllos embriogénicos de

alfalfa..’

Se xnocularon 0. 5 g de callo en frascos de 50 mL que contenfan 20 ml del medio SH

adicionado con kanamxcxna, en concentracxo s de’0, 2::, 50 y 75, mg.L-1. De cada

tratamiento se luc1eron 5 repetlcxones, de las'cualesse tomé el peso fresco pésando,

sngmf:catxvamente menor; y de: esta manera selecc:onar posterxormentc las células

transformadas.
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14.3 Construcciéon del vector de expresion en plantas para el gen de la
proteina “G” del virus de la Rabia.

EL cADN del gen que codifica para la proteina “G” se¢ encuentra clonado en el
vector pUC-pSS/pRW-21, de donde se obtuvo el fragmento Xba I de 1500 pb,
correspondiente a la regién codificante completa de la protefna “G” del Virus de la
Rabia. Este fragmento se cloné en el sitio Xba I del vector pBI-121, el cual contiene
el promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor, asf como el terminador de

este mismo virus. De esta manera se cre6 el vector pBI-121/pWR-21 en donde el

tamafio del plasmido es de 14.5 Kb (ver Figura 14-1).

Figura 14-1 Construccion del vector pBl1-121/pWR-21. Se obtuvo el fragmento
Xba I, correspondiente al gen de la protefna “G” de pUC-pSS/pRW-21 y se clon6é
en el sitio Xba 1 de pBI-121 creindose ¢l vector para expresion en plantas.

De esta forma se obtuvo el plasmido pBI-121/pWR-21 que contiene el gen de

la proteina “G” del virus de la rabia fusionado a el gen de la B-glucuronidasa asf




como el gen de la neomicina fosfotransferasa Il que confiere resistencia a la

kanamicina bajo control del promotor de la nopalina sintetasa.

TCT AGA 66A TCC (C6 66T 66T (AG TCC (TT ATG
Xbai BomH

Figura 14-2 Esquema del pliasmido pBI-12I/pWR-21

A continuacion se presenta la metodologia para la purificacion de las bandas de los
fragmentos de los plasmidos contenidas en el gel de agarosa al 0.8% tefiido con

bromuro de etidio.
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14.4 Extraccién y ;'aurrif{cac‘i()'ﬁvdél“ffagﬁiehio que contiene el gen de la
proteina “G* del virs de la rabia'y el plasmido pBI-121 contenidos en el
gel de agarosa -

El peso maximo' de. la porcion.dé’gel que pucde’ser procesada con el protocolo

siguiente es de 300
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7. Después de que la agarosa fue completamente disuelta, se centrifugé para

colectar el ADN en el fondo del tubo.

uestra a la columna GFX y se incub6 a

8. Posteriormente se: transfiri6 la:

térhpexjah.i‘r

9. Se centrifugé’e mlcrocen&ifuga a maxima velocidad (10,000 a 16,000 x g) -

""aciando el tubo colector.y se coloc6 la columna GFX

12. Se désech el

de xﬁici‘pcen trifug

13. Se aphcé 50l de; buffer: de;elucién (10mM: Trls—HCl pH 8 O TE pH 8 06

agua esterxl

a’mas’condentrada se redujo el volumen de

14. Para eluir el

15. Se incuboé Iai muestra a tem]:;eratura ambiente por 1 minuto.
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16. Se centrifugé a maxima velocidad por un minuto para recuperar ¢l ADN

purificado.

14.5 Ligacién del fragmento que contiene el gen de la protefna “G” del
virs de la rabia al plasmido pBI-121.

Una vez purificado, se hiz6 la ligacion de los fragmentos correspondientes de la

siguiente forma:

Hd IIL SphLPst] gy mymid, Somt

PNCS NPT Il TNCS P35S Gicoproteinac - GUS TNCS

Figura 14-3 C. tte de expr utilizado para la transformaci6n de los callos
embriogénicos de alfalfa.

PNOS: Promotor de la nopalina sintetasa,

NPT II:Gen de la neomicina fosfotransferasa Il que confiere resistencia a

kanamicina,
TNOS: Terminador de la nopalina sintetasa,

P35S: Promotor 35S del virus del Mosaico de la Coliflor,

Glicoproteina G del virus de la Rabia cepa PWR-21,

GUS: gen que codifica para la beta glucuronidasa y
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TNOS: terminador de la nopalina sintetasa.

Posterxor a Ia hgacxén se hlzo la dl{:hsxs de ADN para extraer y eliminar las sales

remanentes par disminuir’la conduccxén y asf reducir el shock para las células,

Se enjdaé_a una"ca]a\petrl con agua estéril y luego se llena con agua desionizada y
T na con ‘limite de exclusion de 0.25 pum sobre la que se agregan

5 ul del ADN prevnamente ligado. Se deja dializar por 20 minutos.

14;6f‘Prepéraci6n de células competentes de E. coli para 1la
electroporacion.

Se prepararorvn/‘SOO mL de las células para introducir la construcciéon del ADN

plasmidico sxguxendo la sxgunente metodolog{a-

1. Se 1nocularon 5 ml de E olx DHSa en medlo YENB (2 tubos)

2. Al dfa sxguxente e v n 5 mL del cultlvo anterlor ‘a‘un matraz

a 37°C por 3 horas hasta a]canzar

con 250 ml de:YENB y:se in

3.

4. 0 rpm jén!rotor
5. La pasti:lla_ se resuspendi6 en 50 mL de agua destilada fria estéril.

6. Se centriﬁigé cérrioven el paso 4 y se repiti6 el paso 5 y 6.
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10.

Se resuspendio el ﬁaqu_cte cel‘ula‘r en 20 mL de glicerol helado estéril
alto%. ol ‘ '

Se cehtrifugé ,como’ en 4:

Se resuspendié Ia péstilla en 750uL de glicerol helado estéril al 10%.

Se tomé una alfcuota de 40 uL. y se congel6é en nitrégeno liquido,

guardédndose a -70°C.

14.7 Electroporacién de células competentes de E. coli para introducir el
producto de ligacion.

Transcurrido el tiempo de dialisis, se procedié a electroporar para facilitar la

incorporacion del ADN a las células, con la siguiente metodolog(a:

A,

A cada tubo que contenfa 40 [T 54 de células competentes se agregé el

ADN dxalxzado y se coloco en hielo,

células por una h ra con agxtacxén a37 “C. :

Se vertio todo el contemdo de las celdas a un tubo eppendorf nuevo..

Se dio un pulso en la centr(fuga para bajar la pastxlla que co tiene al

ADN.
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G. Se descché el sobrenadante 'y se resuspendieron las células en

aproximada‘ljnen’treyloopl_ de'medio SOC.

Se colocaron-50u elulasAen,pl:ica‘s} qﬁé contenfan kanamicina (50

contiene células 'y el

que ﬁmcamente’:vcontiene'

J. - :Se incubé a 37°C hasta el dfa siguiente.

Las células que crecieron en la seleccion con kanamicina fueron tnicamente

las transformadas.

14.8 Transformacién de células competentes de Esclicrichia coli cepa
XL1-BLUE con los vectores de expresion (Belser y Hyman, 1985). .

La noche anterior a la transformacion, se inoculé E.»colzl' XT.1-BLUE en un tubo

v se inoculé en 50 mL de medid-l"..B fresc
Se incubo a 37°C conv ’ag;yé‘i;‘ié La densid
varias veces hasta que eyivcu
Después, el cultivc‘)k se colo

Posteriormente el cultivo se transfirié a tubos de centrifuga estériles y se obtuvo

el paquete celular‘povr ce‘ntrxfligacufm a 5,000 rpm por 10 minutos en rotor SS-34.
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6. Lascélulas se resuspendleron en 20 mL de CaClz 0. 1M esténl.

7. Unavez resuspendldas las células, se i cubaron en hielo por 20 minutos.

8. Enscgulda > ac ; : > 5 000 rpm por 10

medxo LB con'el antxbxénc
2. Pasarel cultxvo a un tubo eppendorf y centrlfugar 30 seg.
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3. Decantar el sobrcnadante dejando aproxxmadamente 50 |.1L de medlo. -

4. Resuspcnder complctamcntc el paquete celular en agua desonlzada esténl

‘aprox.) a,un tubo nuevo.”

v "frangferif el sobrenadante (550 1t

sopropanol;

10. Agregar330 ,.témpetfaﬁl#a ambiente por 10

min.
11. Centﬂfugar por.:5 minutos a temperatura’ ambnente
12. Decantar el sobren, e etanol al 70 % a temperatura,

ambiente:

13. Agitar brevemente y cenf:nfugar 2 mxn o

14. Decantar el sobrenadante y centrlfugar 5 segundos e

15. Aspirar las ulnmas gotas de etanol al 70 % con una punta amanl]a o plpeta

Pasteur, tomar todo el liquido procurando no to :
16. Secar sobre la mesa 10 minutos.

17. Agregar 50 uL de agua desnoruzada esténl o TE pH 8 Oy resuspender.

18. Realizar un anélxs:s de restnccxén del ADN‘ ob enx », as ‘enzimas

apropiadas llevar a cabo una electroforesxs en gel cle agarosa al 0 8%
prop y g
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14.10 Extraccién y purificacion del ADN plasmidico (Sambrook, 1989).

1. Se cultivaron en 250 mL de medio ETB cada una de las cepas bacterianas
conteniendo los vectores construidos y se incubaron durante toda la noche a
37°C. T

2. Los cultlvos i "t;x;if'tZJg_z:ron al dia‘ siguiente a 5,000 rpm por 10 minutos erix
rotor}GS.iA ‘ o ’ ‘

O, y desp és seaﬁadlé a cad : paquetecelulars mL de

soluéi@n 1 (50mM

desionizada estén ;

13. Se centrifugé a 10 000 rpm durante 10 minutos en rotor SS34.
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14. Se tomoé eI sobrenadante pas:’mdolo aun tubo corex de 50 mL, se afiadieron 6

mL de” xsopropanol helado (-20°C) y se centnfugé a 10 000 rpm durante 10

. Se recuperd

amonio 10M

posteriormente se centrifugé durante 5 minutos.




25, La pastllla se lavo con 200 pL de etanol al 70% helado (- 20°C)

26. El ADN se rcsuspen 6 c‘ n 100 pL de H-O :

3. Posteriorm

estéril, bla m

brevemente.

®

Se colocaron 200 p.L de

9. Después se agreug'a‘r;c‘) ‘750 ) éaaa tubo.

10. Finalmente los tubos se almacenaron ‘a -20°C
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14.12 Precipitacién xjel ADN (Klein et. al., 1988).

1. En un tubo eppendorff se colocaron 50uL de la suspension de mlcroparticulas

de tungsteno. después se. agregaron los siguientes reactivos uno-a uno,

agxtando bxen 1a S| 1

P nsion entre adlcmnes

2. 5uL de ADN (lug nL Evitar que'el ADN se mézcle coxj las partfculas hasta

el sxguxente paso, depos andolo ‘enla pared del tubo

3. 50 pL. de cloruro e calc

20 ;LL de espermldxna 0.1M.

Posteriorrﬁént

G" -del virus de la‘ral ya el 'control del

promotor 35S del CaMV emas. del ‘gen de la,B-glucn"x;'or‘li'da‘s: bajo’ control del

mismo promotor, ademas del gen de la neomicina fosfotransferasa II que confiere

resistencia a kanamicina bajo control del promotor de la nopalina sintetasa.’
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Se tomaron 2.5 pL de la solucién de partlculas cublertas con eI ADN

plasmidico y se colocaron en el centro del flltro utlhzado para el dlsparo. La

transformacién se llevé a cabo con .una presnén'de heho de 120 psi auna dlstancia

de 13.5 cm entre el filtro y el tejido blanco,

cultivo adicionado con kanamicina para la: seleccion de las células transformadas.
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14.14 Determinacién de la actividad de f-glucuronidasa por el método
histoquimico (Jefferson,1987).

La prueba de expresion transitoria se realiz6 de la siguiente manera:

1.

Se colocaron los callos bombardeados en la solucién de X-gluc* y se incubaron a

37°C por un perfodo de 12a 16 horas. .

Esta solucxén se desechs y. se ]avaron los callos dos veces con buffer “Z"* pH

7.4.

Después se
- ﬁetanél (1:3)," lavando con
acie: :ci{i\;rz;fiés ‘cambios de la
mezcla. o i

Después de que se observo el color: azul producto de la reaccxbn, el tEJIdO se

lavé cuatro veces con buffer "Z"

Finalmente, para conservar los te]xdos, se cubneron con gllcerol al 50% y se

almacenaron a 4°C*

* Para su preparacién ver Anexo.
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Curva de tolerancia a kanamicina de
callos embrogénicos de alfalfa sin . J Transformacion genética
transformar 1

Construccion del vector de
trasformacion

i3 L

Extraccion del gen de interés como un fragmento Analisis de restriccién del plasmido
Xba I del plasmido pUC—pSS/pWR-Zl pBI-121 con la endonucleasa Xba I

. Purificacién'de Eragmentos
. mcdxante un Gene-clean

l_____

l Meétodo quimico Ca Clz I

Electroporacion

.. Introduccién del plasmido
pBI 21/pWR-21 a las células competentes

v

: l ; Minipreparacion de plasmido j

: LMaxipreparacién de plasmido 7
i - J

v

: I Transformacion genética '

v

l Ensayos de expresion transitoria y estable‘l

Figura 14.4 Ruta critica para la transformacién genética.
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15 RESULTADOS Y ANALISIS

15.1 Construccién del plasmido que contiene el cassette de expresién en
plantas con el gen de la proteina “G” del virus de la Rabia.

Con la finalidad de confirmar que el gen que codifica para la proteina “G” del

virus de la»rabia fue incorporado en el plasmido pBI-121, a las células resulfantes g

de la transformacxén caracterizadas por formar colonias de color blanco se les’

realizé un MINIPREP el cual consiste en extraer el ADN plasm(dxc del resto del ’

material genétlco, con el cual se realizé un anahsxs de restrxc

peso correspondé
peso corresporn
corresponde a Vlé\
la endonucleasa Xho I,’con la cual se;observa una sola banda correspond:ente al

plasmido lineal de’ aproxxmada : ente 14 5 Kb
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13 Kb pBI-
121

14.5 Kb Plasmido pBI-121/
PWR-21

1.5 Kb Glicoproteina
“G”

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

Figura 15-1 Anilisis de restriccion del plasmido pBI-121/pWR-21 con
endonuclesas de restriccion Xho 1y Xba I en gel de agarosa al 0.8%.

Una vez confirmado la presencia del inserto de interés y con la finalidad de
multiplicar las células y obtener una cantidad considerable de ADN puro se realiz6o
una maxipreparacion (Brown, 1991), ya que es necesario que se encuentre lo mas
puro posible para poder efectuar el bombardeo con microparticulas y conseguir asi
la transformacion eficiente de callos embrigénicos de alfalfa.

15.2 Curva de tolerancia a2 kanamicina de los callos embriogénicos de
alfalfa
Para seleccionar las células transformadas de las que no lo estan, se utilizan genes
que confieren resistencia a antibiéticos o herbicidas. En este caso el vector pBI-
121/pWR-21, cuenta también con el gen de nptll que da resistencia al antibistico
kanamicina. Por lo que se realizaron curvas de tolerancia a este antibittico en

callos no transformados.
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Como era de esperarse el mayor crecimiento se obtuvo en el tratamiento sin
kanamicina. También se observé un comportamiento similar para el tratamiento
con 25 mg.L! del agente selectivo, aunque con una disminucién de peso no
sigmnificativa para la seleccion. En los tratamientos correspondientes a 50 y 75 mg.L-
1 se observé un crecimiento muy deficiente ya que a estas concentraciones el agente
selectivo no permite el desarrollo ni la division celular, ademas de causar la

oxidacién en practicamente todo el tejido celular (ver Figura 15-2).

1 —a&—TO0
1.1 —e—T1
_‘ —A—T2
1.0 --w- - T3 _—
— 0.9 -
é 0.8 -
§ 0.7
0.6
0.5
v T v T M T v T o ¥ v L v L v L v L]
-2 o} 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)
Figura 15-2 Curva de crecimiento en sel i6n con k icina para callo
Ifalfa ob ido de tallo; ¢ P i6n entre tr. H T0 O

embriogénico de
mg.L?, T1 25 mg.L-?, T2 50 mg.L-?, T3 75 mg.L-1,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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En cuanto al’ callo embrxogénxco de alf‘\lfa obtenldo de pecnolo se observé

oxidacion én_él tejido celular, "
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

] —a—TO
—e—TIl T
1.4 G-
] v T3
1.2 /'

-

L. T T 1
4 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

Figura 15-3 Curva de creci to en sel i6n con kanamicina para peciolo;
comparacion entre tratamientos. TO 0 mg.L-1, T1 25 mg.L*, T2 50 mg.L2, T3 75
mg.L-2.

Con basc en estos resultados se determiné que la concentracién a la cual se
observa una marcada disminucion de crecimiento celular para ambos explantes es
a los 50mg.L-? de kanamicina.
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15.3 Transformacién genética con micropqﬂicqlas.

Se realizaron 280 disparos con la construccién ‘de] gcn"de la' proteina “G” del virus

de la rabia.‘ ‘En el bombardeo se evaluaro‘ ‘varlos parametros (distancia,

concentr‘u:lén de ADN y cantldad de callo) en donde se obtuv1eron los sxgulentes

resultados.

logre | qize ’

conglomél;ad

El tamafio de
lograron penetra

hasta el interior d

La combinaciéon de dxstancna y. vacio utzhzada (l3v cm y 20 22mm Hg) nos

permitié acelerar las partxcu]as 16 sufxc:ente para que pudleran penetrar las
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prnmeras capas del te] 'do celular pero sm provocar queen el trayecto las partrculas

cohsnonaran y camblaran de du'eccxén sin hacer contacto con ‘el te do al ngual que

lo que reporta Guerrero (2001) Un seman despué de rea zar el ombardeo no

crecimiento y des

Se ipresenté ntam acxén por hongos en el 5% de los callos atrlbmda ala

manxpulacxén de., os smos. an embrago, al ser una pequena cantidad con

respecto al total de callos bombardeados, no afect6 los resultados.

15.4 Expresiéh Transitoria de callos embriogénicos transformados con el
plasmido pBI-121/pWR-21.

A las 48 horas de reqliiado el bombardeo se llevé a cabo la prueba histoquimica

de gus para ve ificar a expre516n transitoria del ADN contenido en el plésrmdo

en el 54% habfa.u

en el 54% de las rnuestras nos md ca que las :

células fueron> apace . de 1ntroduc1r y expresar el plésmxdo pWRZl/pBI-lZl ya
que dicho precxpltado es el resultado de la reaccién enzimatica entre la B-
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glucuronidasa, cuyo gen (uidA) se encuentra en el plasmido y el sustrato X-gluc
(Jefferson, 1987). No se observé diferencia en la intensidad de Ia coloraciéon entre

ambas variedades ni tampoco entre los explantes peciolo y tallo (ver Figura 15-4).

Figura 154 Comparacién entre el control negativo y una muestra de callo
bombardeado con el gen pWR-21/pBl/121.

Al realizar cl bombardeo se liberan enzimas contenidas principalmente en las
vacuola, las cuales pudieran ser capaces de reaccionar con ¢l sustrato x-gluc y por
lo tanto provocar la presencia de precipitado azul dando como resultado falsos
positivos. Sin embargo, al no haber presencia de precipitado en los controles
negativos nos indica que en las células bombardeadas no se presenta por si sola la
reaccion con el sustrato X-gluc por lo que se demuestra que la presencia del
precipitado azul es consecuencia de la introduccion y expresiéon de los genes

presentes en el vector pWR21/pBI-121 en las células bombardeadas.

15.5 Selecci6tn y proliferacion de callos embriogénicos transformados.

Para llevar a cabo la scleccién de células transformadas de las que no lo estaban,

los callos se subcultivaron en medio de cultivo SH y posteriormente a medio MS
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sin hormonas adicionados con 50 mg.L-? de kanamicina sulfatada como agente

selectivo.

Durante el pnmer subcultwo en la mayorfa de los' allos bombardeados se

embriones habia piracticame‘nvte‘ deéai:azirecldo. “'Mientras 'que comenzaba la

106




aparicion de raices a partxr de los embrlones que aun permanecian. Para tratar de

que regeneraran los embrlones que permanecfan, se subculhvaron los callos a

semanas,‘ mientras

ningun embnén en nmguna deilasdo ariedades?;dg alfalfa.  Esto’ puede ser. .

debido a que la concentraciﬁn dela Kanamicina fue demasiado alta y esto provocé

que el callo embriégéniéo unicamente creciera y produjera embriones pero sin
lograr su desarrollo y crecimiento.
15.6 Expresion estable de callos embnogenxcos transformados con el
plasmido pBI-121/pWR-21.
A los 5 meses de realizado el bombardeo‘éon'el plasmido pWR21/pBI-121 se

realizé la prueba de expresion de B—gus con el fin de determinar si los genes

incorporados a las células vegetales seguian transfxnéndose de generacién en

generacion ademds de corroborar quevseguran expreséndose.

107




Se observé la obtenCIOn del precxpltado a/ul en el 59% de los i:allo expuestos

al sustrato x-gluc. Esto nos mdlca que el plésmxdo que contenfa los genes de

obtencxén fue expresado e xncorporado al gcnoma vegetal y transmmdo a nuevas

generacion

inicialmente

capaces de transmxtu-lo a las células hl]as
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Figura 15-5 Expresion del gen widA que codifica para la enzima pB-galactosidasa, a
los 5 meses de realizado el bombardeo.

’ TESIC ~~3
a4

.o JIIIA' i
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Etapa2:

Induccién de
d ) callos . -
‘ - . embriogénicos. ‘
‘t i ’ ' ’ ‘ .PU » “ - !
. !%} S A
Etapal: '
Establccimiento de pﬂlm ml
cultivos asépticos T TGRSR as T mete
probando dos L -
métodos de
actorifizaniAn Etapa 3
Construccion del plasmido pBl-
121/pWR-21, l
EtpaS: {7 \/
Maduracitn de
- embriones, - § ‘f. .. h
Etapa6; Etapad:
Regcnelr’;cién de Transformacién gendtica
plantulas. de callos embriogénicos,

ey

3
E Yo,

Figura 156 Ruta critica para Ia obtenci6n de plantas transgénicas de alfalfa.
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16 CONCLUSIONES

Se logré obtener la construccion del! vector de expresuSn ‘en plantas que

contiene el gen codificante de la protelna 3 del Vlrus de la rabla

®  Se. determiné. que la Vcoﬁc'éhﬁaicxé 'ef'kanan)xcihzix‘fdeﬁsro mgL—1 '#éra la

seleccién de las pélu_l‘. 'éfe.c’t a’ pa;fa ésta’ pero |

del disparo 13.5

bombaraeo, de par

Se realizaron pruebas de: expresxon transxtona y estable para los callos

trasformad's obteruendo ‘una respuesta posmva en el 53% y $ 59%

respectivamente. f i
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17 PERSPECTIVAS

e Determinar la concentracién éptima de kanamicina que permita regenerar

plantas transformadas.

e Mejorar la eficiencia de regeneracion de plantas.
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ANEXO 1
Medios de Cultivo de Bacterias

ETB (por litro):

A 900 ml de H20d agregar:
Bacto-triptofano 12 g
Bacto-extracto de levadura 24 g

Glicerol 4 ml
Agxtar hasta que los solutos de disuelvan y esterilizar en autoclave a 15 lb/aq in 20

min en ciclo lfiquido. Dejar enfriar a 60°C o menos y después agregar 100 ml de una
solucién de KH2PO4 0.17 M, K2HPO4 0.72M.

SOC (por litro):

A 950 ml HxOd agregar:
Bacto-triptofano 20 g
Bacto-extracto de levadura 5 g

NaCl 05 g
Agitar hasta que los solutos de disuelvan. Agregar 10 ml de una solucxén estérxl de

KCI 250 mM, ajustar pH a 7.0 con NaOH. Justo antes de usar agregar 5 ml de una
solucién de MgClz 2M. Ajustar el volumen a 100 ml con H20d y esterilizar en

autoclave a 15 |b/aq.in 20 min. Dejar enfrfar a 60 °C o menos y agregar 100 ml de-

una solucién estéril de glucosa 1M (la cual se esteriliza por filtracion a través de un
filtro de 0.22 micrones).

YENB (Yeast extract Nutrient Broth)(por litro):
A 950 ml FI20d agregar
Extracto de Levadura: 7.5 g

Caldo nutritivo: 8 g
Esterilizar en autoclave a 15 Ib/aq.in 20 min en ciclo liquido. "

LB (Por litro)
Peptona de casefna: 10 g
Extracto de levadura:5 g

Agar-agar:15 g
Se adicionan 7.5 mL de MgSO. 1 M. Esterxhzar en autoclave a 15 lb/aq in 20 min.




Composicion de medios de cultivo y suplementos.

Medio MS (Murashige & Skoog, 1962)

Compuesto PM(g/mol) [ Concentracién | Stock 100X(mM)
mg.L-7 | mM |
Solucién 1
NHsNOs3 ] 80.040 [ 1650 [ 206 | 2060
KNOs ] 101.108 [ 1900 | 188 | 1880
Solucion 11
MgS04.7H20 246.480 370.0 1.5 150
MnSO4 H20 169.010 16.9 1x10-2 1
ZnS0,y.7H20 287.540 8.6 3x10-2 3
CuS0,.5H20 249.680 2.5x10-2 1x10+4 1x10-2
Soluciéon III
CaCla.2H20 147.020 440.00 3.0 300
KI 166.010 0.83 5X10-3 0.5
CoCl2 237.930 2.5X10-2 1X10- 1X10-2
Solucién IV
KH2PO4 136.090 170 1.25 125
HaBOa 61.860 6.20 0.1 10
Na2MoQ,4.2H0O 241.950 0.25 1X10-3 0.1
Solucion V
FeSO4.7H20 ] 278.028 [ 2780 [ 01 ] 10
EDTA.2H20O | 372.300 | 3730 | 0.1 ] 10
Fuente de carbono
Sacarosa 1 342310 [ 3000 [ 87.63 ]
Vitaminas Rz
Compuesto PM(g/mol) Concentracién - Stock 100X (uM)
mg.L1 uM
Tiamina 337.270 2.0 5.93 593
Piridoxina 205.640 1.0 4.90 490
Ac. nicotinico 123.110 1.0 8.12 812
Myo-inositol 180.160 100 555 55506.2
Aminoacidos
Glicina i 75.070 1 2 [ _26.64 | 2664

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

TEES ~ON
FALLA DE 7 "IGEN
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Medio SH (Schenk y Hildenbrant 1972)

Compuesto PM(g/mol) |  Concentracién Stock 100X(mM)
_mg. L2 [ mM I
Solucién 1
KNOa | 101.108 1 2500 ] 2472 ] 2472
NH.H2PO4 | 80.040 | 300 | 2609 ] 260.9
Solucion 11
MgSO.4.7H20 246.480 400 1.623 162.3
MnSOs H20 169.010 10 0.059 5.9
ZnSC4.7H0 287.540 1 3.4x10-2 0.34
CuSO..5H0 249.680 0.2 8x10~ 0.0801
Solucion 111
CaCl2.2H0 | 147.020 200 [ 1.3603 | 136.03
CoClz I 237.930 . 0.1 | 4.2x10- | 0.04203
Solucion IV
HaBOs 61.860 5 0.081 8.1
KI 166.010 0.1 6.x10-2 0.6024
NaxMo0O4.2H20 241.950 4.1x103 0.4133
Solucion V
FeS04.7H20 | 278.028 | 15 ] 0.054 ] 5.4
EDTA 2H0 [ 372.300 | 20 ] 0.054 | 5.4
Fuente de carbono
Sacarosa 342.310 [ 3000 ] 87.63
Vitaminas SH
Compuesto PM(g/mol) Concentracion Stock 1000X(1M)
mg.L-1 pM
Tiamina 337.270 5.0 14.82 14820
Piridoxina 205.640 - 0.5 2.4314 2431.4
Ac. nicotinico 123.110 5.0 40.614 40614.08
Myo-inositol 180.160 200 1110.124 1110124.3
Reguladores de crecimiento Stock 100X(pM)
2,4-D 221.04 | 11.2 [ 50.669 | 5066.9
Cinetina | 215.21 | 0.2 | 09293 | 92.93

TESIS
FALLA

CON
DE CTIGEN
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Medio M]J (Medio SH modificado por McKersie, 1994) .

Compuesto PM(g/mol) [ Concentracion | Stock 100X(mM)
mg. L [ mM |
Solucion 1
KNO; i 101.108 [ 2500 | 24.72 ] 2472
NH4H2PO4 | 80.040 [~ 300 | 2.609 | 2609
Solucién I1
MgSO4.7H20 246,480 400 4.623 4623
MnSO..H0 169.010 10 0.059 5.9
ZnS04.7H20 287.540 1 3.4x10-3 0.34
CuS0O4.5H20 249.680 0.2 8x10- 0.0801
Solucion 111
CaCl2.2H20 [ 147.020 T 200 [ 13603 | 136.03
CoCl2 I 237.930 | 0.1 | 4.2x10<7] 0.04203
Solucién IV
HaBOs3 61.860 5 0.081 8.1
KI 166.010 0.1 6x10-3 0.6024
Na:MoO4.2H20 241.950 4.1x10-3 0.4133
Solucion V
FeS04.7H0 ] 278.028 | 15 [ 0054 T 5.4
EDTA.2H,0 | 372.300 | 20 | 0054 1| 54
Fuente de carbono
Sacarosa I 342.310 [ 30.00 [ 87.63 |
Vitaminas SH
Compuesto PM(g/mol) Concentracién Stock 1000X(1M)
mg. L1 M
Tiamina 337.270 5.0 14.82 14820
Piridoxina 205.640 0.5 2.4314 24314
Ac. nicotinico 123.110 5.0 40.614 40614.08
Myo-inositol 180.160 200 1110.124 1110124.3
Reguladores de crecimiento Stock 100X (M)
2,4-D 221.04 ] 1.0 [ 4524 | 452
Cinetina | 215.21 | 0.2 | 0.9293 ] 92.93
Aminoacidos
L-prolina | 115 ] 288 [ 2504.34 250434.7
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Medio MyT (Medio MS modificado por Olivera F 1995).

Compuesto PM(g/mol) I Concentracién | Stock 100X(mM)
[ megrl1 T mM_ |
Solucién I
NH4NOs 1 80.020 1650 | 20.6 | 2060
KNOs I 101.108 1900 | 18.8 | 1880
Solucién I1
MgSO4.7H20 246.480 370.0 1.5 150
MnSO4.H0 169.010 16.9 1x10-2 1
ZnS04.7H20 287.540 8.6 3x10-2 3
CuS0,;.5H20 249.680 2.5x102 1x104 1x10-2
Solucién 11T
CaCl2.2Hz0 147.020 440.00 3.0 300
KI 166.010 0.83 5X10-3 0.5
CoCl2 237.930 2.5X102 | 1X10- 1X10-2
Solucién IV
KH>PO4 136.090 170 1.25 125
HaBOs 61.860 6.20 0.1 10
Na2Mo0O4.2H0 241.950 0.25 1X10-3 0.1
Solucién V.
FeSO4.7H20 [ 278.028 | 2780 | 01 | 10
EDTA.2H20 | 372.300 ] 3730 [ o1 | 10
Fuente de carbono
Sacarosa 342.310 [ 30.00 [ 87.63 ]
Vitaminas Cocktel 20
Reguladores de crecimiento
Compuesto PM(g/mol) Concentracion Stock 100X (p1M)
mg.L? pM
MCPP 214.5 3.0 13.986 1398.6
BAP 0.3
Aminoacidos
L-prolina 1 115 | 288 | 2504.34 | 250434.7
Adenina | 184.20 | 10 | 54.30 | 5430
Antioxidante
Ac. ascorbico | 172.0 | 15 [ 8720 1| 8720.93
Ac. citrico | 210.46 | 15 [T71.272 7] 7127.24

FALLA DE ORIGEN

TESIS CON

\23



Mezcla de aminodcidos y vitaminas denominada cocktel 20. Olivera F 1990

Compuesto PM(g) Concentracion Stock 100X(mM)
mg. L1 uM

L-asparagina 150.10 10 66.62 6.66
L-arginina 174.20 10 57.40 5.74
L-ac. aspéartico 133.10 7.5 56.35 5.63
Glicina 75.07 23 306.38 30.64
Glutamina 146.10 60 410.67 41.06
Ac. glutdmico 147.10 7.5 51 5.10
Biotina (Vit. Ba)* 244.30 1 4.10 0.41
Ac. folico (Be)* 441.40 1 2.26 0.23
Ac. nicotinico(Ba) 123.10 1.5 12.18 1.22
Piridoxina (Bs) 205.60 1.5 7.30 0.73
Riboflavina (Bz2) 376.40 0.1 0.26 0.03
Tiamina (B1) 337.30 3 8.90 0.89
Myo-inositol 180.16 145 804.84 80.48
Urea 60.06 45 749.25 74.92

*Disolver con 3 gotas de NaOH 1 N.
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Soluciones para preparar X-Gluc (10X) y medir la expresion transitoria de gus
(Jefferson et al., 1987).

1)Amortiguador de fosfato de sodio*

Peso (g.) Volumen dH20 | Concentracién Stock (mL)
{mlL) (mM)
NaH>PO4.H20 1.38 50 200 39
NaHPO, 2.84 100 200 61
Total - 100

2)Ferrocianuro de potasio**

Peso (g.) . “Volumen dH20 - | ‘VS_QOCIS,,(IT’!/M)“’ 1

i
KiFe(CN)e.3H0 0.211 , ~ 100

3)Ferricianuro de potasio**

Peso (g.) Volumen dH:

S (mb)

KaFe(CN)s 0.164 e 100

4)EDTA* L

Peso (g.) |/ Volumen dH20 " Stock (mM) -
Ci10H14N2010Na22HO .. 3.72 l 100 100
5)Triton X-100* "
Volumen (mL) Volumen dH20 Stock (%)
L _(mlL)
Tritén X-100 1 29 1

*Esterilizar en autoclave durante 18 minutos a 1.3 kg.cm2 6 18 Ib.pulg2.
**Esterilizar por filtracién en membrana millipore™ de 0.22 um de diametro.
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Preparar solucién de X-Gluc de la sxgulente manera en condlcxones de estenhdad-

Amortiguador de
Fosfato de Sodio

Concentraclén : S ock (10X) Para 25 mL
(mM) n. i ’
25,

100

25

pH 7.0

EDTA N

Ferricianuro de 2800

Potasio Coa

Ferrocianurode .2 5

Potasio

Tritén X-100 2 5 -

X-Gluc en DMSO 1. Omg mL-1 : 25 mg/150 ul de
S : ) DMSO

Alorar a 25 ml con agua desionizada esteéril.

Una vez preparada esta .soluciéon:. se almacena a: -20°C y se descongela

lentamente al momento de uulxzarla

Soluciones para medir exprcsxén transxtona de gus. o

a)Buffer “Z” pH 7.4

Concentracién {(mM) Peso (g) /500 mL dH20
NaHarPO4.H20 40 2.76
Na2HPOs 60 4.26
KCl 10 0.37
MgSO,;.7H0 1 0.12

b)Etanol al 70%

350 ml de etanol absoluto + 150 ml de agua desionizada estéril. }

c)Acetona-Metanol (1:3)

166 ml de acetona -+ 333 ml de metanol. ]

d)Glicerol al 50%*

250 ml de glicerol absoluto + 250 ml de agua desionizada ]

*Esterilizar en autoclave 18 minutos a 1.3 kg.cm-2 6 18 1b.pulg-2.
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