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RESUMEN

El trabajo presentado a continuacion se divide en dos capitulos: en el primero se
abordan los pasos cruciales para la obtencion de la regeneracion y proliferacion
in vitro de sorgo; los cuales se inician con la obtencién de un protocolo 6ptimo
para desinfeccion de los explantes (evaluando 3 explantes: coleoptilo, embrién
maduro y embrion inmaduroa partir de semillas maduras e inmaduras), para la
cual se probaron seis tratamientos de desinfeccién en semillas maduras y cuatro
métodos para las semillas inmaduras, evaluando diferentes soluciones quimicas y
agentes desinfectantes en distintos tiempos y concentraciones. Resultando los
mejores para semillas maduras el método VI y para las semillas inmaduras el
método D, en donde el H,0, fue un factor crucial. Asi mismo se realizaron pruebas
para la seleccién del mejor medio de cultivo, iniciando con la seleccion de sales

inorganicas y organicas.

Para las rutas de regeneracion se evaluaron dos auxinas (2,4-D y Dicamba) para
inducir la embriogénesis somatica y para la organogénesis se evalud la
combinacion de BAP y ANA. Asi mismo se procedié a evaluar distintos tipos de

antioxidantes o adsorbentes para evitar una oxidacion alta.

La evaluacion de las distintas respuestas se baso6 en el porcentaje de induccion
de callo o brotes segun fuese el caso, apariencia, oxidacion y capacidad

regenerativa.

Los resultados obtenidos mostraron que las sales inorganicas del medio MS en
combinacion con las vit-R2 fueron las mas adecuadas para establecer las rutas
regenerativas tanto para la embriogénesis como la organogénesis. En cuanto a la
embriogénesis somatica el medio de cultivo uno fue el mas exitoso para el
desarrollo de callo, mostrando que el 2,4-D a una concentracién de 2 mg I* es
suficiente para lograr la desdiferenciacion del explante. Para la regeneracion de
plantulas, en pocos casos basté la disminucién de la auxina; siendo en la mayoria
de éstos, necesario adicionar una citocinina débil para la regeneracion, siendo
necesario la realizacién de técnicas de histologia para asegurar que se trata de

embriones somaticos.



La ruta de la organogénesis se vio mas favorecida con el medio nueve el cual
contiene una combinacién de ANAy BAP de 0.5 mg 1"y 4 mg I respectivamente;
obteniendose hasta 30 plantulas a partir de un coleoptilo, logrando una alta

regeneracion de estas plantulas.

Para ambas vias regenerativas se probaron distintos medios cuyo fin fue lograr un
Optimo enraizamiento de las plantulas asiendo uso de distintas auxinas, result6 el
mejor el medio Ra5 que contenia 2 mg I ANA. Para la fase de aclimatizacion, se
utilizé papel filtro como tapa de los frascos, para reducir la humedad relativa en el
interior del mismo; posteriormente se realizaron pruebas con distintas
combinaciones de sustratos para obtener un mejor desarrollo de las raices y por

los tanto de una buena adaptacion de la planta; en un modelo de mini invernadero.

En el segundo capitulo se abordd la transformacion genética de coleoptilos de
sorgo mediante la técnica de biobalistica. Partiendo desde la realizacion de las
pruebas para saber la tolerancia de sorgo silvestre al herbicida Basta, para que
éste fungiera como agente de seleccion y solo lo resistan las plantas
transformadas, la concentracion seleccionada fue de 2 mg I'*. Se probaron varios
parametros de importancia como lo son la distancia entre el explante y el filtro asi
como el tamafio de bala de tungsteno haciendo uso de una camara de baja
presion. La combinacion de los parametros antes mencionados que dieron mejor
resultado fue a 13 cm de distancia y usando el tamafio de bala M5. Con miras
para el desarrollo de vacunas comestibles los dos cassettes usados para los
bombardeos de los explantes, correspondieron a construcciones que codifican
para dos proteinas: uno es para la proteina G del virus de la rabia y el otro para la

proteina E del virus del oeste del Nilo.

Abriendo asi la posibilidad de un sin fin de usos econémicos y de investigacion, ya
sea que la transformacién genética del sorgo, sea con el fin de conferir tolerancia
a herbicidas, insectos y plagas, aumentar las propiedades nutricionales o lograr la
produccion de anticuerpos, para que funja como vacunas orales para usos

agricolas y ganaderos o como modelo para la investigacion basica.



INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) o cultivo in vitro juega un papel muy
importante para realizar estudios que serian imposibles obtener in vivo (Pérez
1999; Robert y Dennis, 2000), dando resultados de enorme importancia para la
agricultura, horticultura y silvicultura (Pierik, 1990); entre los mas importantes se
encuentran aquellos que permiten cruzar las barreras biologicas; mediante la
transformacion genética (Sanchez, 1986). Para lo cual es necesario contar con un
sistema de cultivo de tejidos eficiente; iniciando con la obtencion de métodos de
desinfeccién del los explantes, seguidos por la busqueda de métodos de
regeneracion y un sistema de transferencia genética sencilla, econémico y
reproducible (Birch, 1997; Vidales, 2002).

Un sistema de regeneracion in vitro, ya sea a través de la organogénesis o
embriogénesis somatica, requiere la definicion de los componentes del medio de
cultivo ( compuesto organicos e inorganicos, antioxidantes, etc) para sus
diferentes etapas, la definicion de los RCV a usar y las concentraciones de los
mismos; que son determinantes en el crecimiento y desarrollo celular, ya que
estimulan o reprimen la elongacién y la division celular, segun sea el tipo, la

combinacion y la concentracion (Salisbury y Ross, 1994; Klee y Estelle 1991).

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es una planta originaria de Africa Central
(House, 1982), ocupa el quinto lugar como grano cultivado en el mundo y en
México, es el segundo cultivo ciclico mas importante, después del maiz
(SAGARPA, 2002). Es usado para la alimentacion de mas de 300 millones de
personas en el mundo y en la elaboracién de alimentos balanceados para
consumo animal, debido a su tolerancia a la sequia, suelos alcalinos y salinos y
temperaturas extremas, en comparacion con otros cereales (Able, 2001). Sin
embargo es catalogado como el mas recalcitrante de todos los cereales y por
ende una de las plantas mas dificiles de trabajar en CTV y transformar (Zhao,
2000). Por ello surge el interés de establecer un protocolo Optimo para su
proliferacion y regeneracion in vitro, posibilitando con ello una gran gama de
beneficios y aplicaciones entre las mas importantes se encuentra la posibilidad

para su mejoramiento genético a través del uso de la ingenieria genética.



REVISION DE LITERATURA
ORIGEN, DOMESTICACION Y DISPERSION DEL SORGO

El sorgo se origind en Africa Central (Etiopia o Sudan), y por ello es donde se
encuentra la mayor diversidad de tipos. Esta diversidad disminuye hacia el norte de

Africa y Asia.

Es dificil determinar donde o cuando se llevo a cabo su domesticacion. Murdock en
1959 sugiri6é que la domesticacion se dio por los habitantes de Mande, alrededor del
Rio Niger. Doggett en 1965 indicé que las evidencias arqueoldgicas sugieren que la
practica de la domesticacion del cereal se produjo cuando se introdujo de Egipto a
Etiopia alrededor del afio 3000 a.C. (House, 1982; Yohannes et al., 2003) (Figura 1).

centro de origen.

Fig.1. Centro de origen del sorgo

Sobre su origen existen dos hipotesis:

La primera defendida por Wet y colaboradores (1970), indica que el sorgo se origind
del Sorghum verticilliflorum el cual se encuentra distribuido en areas en donde se
cultiva sorgo; y dicha especie al igual que otras especies silvestres se cruzan

facilmente con el sorgo cultivado.

La segunda es defendida por Snowden (1936) y Porteres (1951) quienes sugieren que
las razas Durra, Guinea y Caffra estan estrechamente relacionadas Yy pudieron
haberse originado de S. aethiopicum, arundinaceum y verticilliflorum

respectivamente. Sin embargo es dificil demostrarlo experimentalmente (House,1982).



Las razas silvestres encontradas en Africa Central y del Este no son aconsejables
para usar en la agricultura actual, pero los fitogenetistas continian buscandolos para
crear nuevos germoplasmas, con el objeto de incorporar caracteristicas deseables

dentro de las lineas genéticas actuales.

La dispersion del sorgo sigue siendo motivo de conjeturas. Probablemente la raza
Durra fue introducida a Arabia desde el imperio Sabeo (1000 a 800 a.C.) y se
dispersaron después hacia el cercano oriente a lo largo de las rutas comerciales. A la
India llegd de igual manera. No es un cultivo muy antiguo en la India, sigui6é a la

introduccién de la cebada, que data del siglo | d.C. (House ,1982).

La distribucion sugiere que el Sorghum bicolor se introdujo a China desde la India,

alrededor del tercer siglo d. C.

El sorgo como cultivo doméstico llegé a Europa aproximadamente hacia el afio 60-70

d.C. pero nunca se extendié mucho en este continente.

En cuanto a América, el conocimiento del sorgo es relativamente nuevo. Se introdujo
por primera vez a los Estados Unidos de Norteamérica en 1857. En donde los
primeros colonos lo cultivaron debido a su tolerancia a la sequia, suelos alcalinos,
salinos y temperaturas extremas, en comparacion con otros cereales. Utilizdndose

extensamente a principios de los afios 1900 para la produccion de jarabe.

Respecto a centro y sur de América el cultivo adquirié rasgos de importancia hacia
los afios cincuenta del siglo pasado. La produccion de sorgo en México data de la
década de los 1960’s (House ,1982).



CLASIFICACION TAXONOMICA

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) se conoce con varios hombres: mijo grande y
maiz de Guinea en Africa occidental, kafir en Africa austral, duro en el Sudan, mtama
en Africa oriental, iowar en la India y kaoliang en China ( House,1982).

Actualmente el sorgo presenta la siguiente clasificacion taxondmica (Tabla 1).

Tablal. Clasificacion taxondmica.

Reino: Plantae

Subreino  Plantas vasculares
Division:  Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Subclase: Lilidae

Orden: Poales / ciperales
Familia: Poaceae (gramineas)
Subfamilia: Panicoideae

Género:  Sorghum (L.) Moench

Especies

S.almum, S. amplum , S. angustum, S. arundinaceum, S. bicolor, S.
brachypodum, S. bulbosum, S. burmahicum, S. controversum, S. drummondii, S.
ecarinatum, S. exstans, S. grande, S. halepense, S. interjectum, S. intrans, S.
laxiflorum, S. leiocladum, S. macrospermum, S. matarankense, S. miliaceum, S.
nitidum, S. plumosum, S. propinquum, S. purpureosericeum, S. stipoideum, S.
timorense, S. trichocladum, S. versicolor y S. virgatum, S. bicolor.

Modificado de: (Smith y Frederiksen, 2001).



Las subespecies se pueden dividir en cuatro grupos:
- Sorgos del grano.
- Sorgos forrajeros (para el pasto y el heno)
- Sorgos dulces (jarabes del sorgo)

- Sorgo tipo escoba (para las escobas y los cepillos).

MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA DEL SORGO

El sorgo es un cereal mayor, con caracteristicas tipicas de las gramineas. Presenta
anatomia Kranz y es una planta con metabolismo C4. Es uno de los cereales mas
resistentes a periodos largos sin agua; en condiciones de sequedad y calor extremos,
la planta entra en fase de letargo o latencia y cuando la situaciéon mejora recupera la

actividad metabdlica (Sanchez y Ramoa 2005).

Es una planta originalmente de dia corto, sin embargo, los hibridos que actualmente

se manejan son de dia largo por lo que se cultivan en el ciclo primavera — verano.

Tallo: El sorgo es generalmente una planta con un solo tallo. Pero varia mucho en su
capacidad de ahijamiento dependiendo de la variedad, la poblacion de plantas y el
ambiente. Muchos tipos son perennes. La altura varia de 45 cm a mas de 4 my
depende del nimero de nudos que es igual al numero de hojas producidas. La altura
depende también del entrenudo, el pedunculo y la panicula y todos estos factores

estan bajo control genético independiente. (Sanchez y Ramoa, 2005).

Los tallos tienen 7 a 24 nudos y son erectos, sOlidos con una corteza dura y una
médula suave. El didmetro del tallo varia de 5 a 30 mm en la base. Las yemas son
alternas y las inferiores pueden formar hijos axilares poco después del desarrollo de
raices coronarias; mientras que las superiores pueden desarrollarse como ramas

laterales especialmente si se dafa el apice de crecimiento.



Pedunculo: Es el entrenudo mas alto que lleva la inflorescencia y es siempre el mas
largo. Una buena exercion permite que los granos queden fuera de la vaina de la hoja
bandera y entonces se reduce el dafio por plagas y enfermedades en la parte inferior
de la panicula. La longitud del peddnculo o exercion esta controlada genéticamente,
pero los factores ambientales como deficiencia de agua pueden ejercer efectos

pronunciados (Figura 2).

Poca. Peduncu'lo
exercion ado

5 encorv
Media Cero

Buena exercidn exercion
exercion

Fig. 2. Varios tipos de pedunculo.

Fuente: http://www.qro.itesm.mx/agronomia2/extensivos/CSorgolndice.htm, 2005

Hojas: el nimero de hojas varia de 7-24 segun la variedad y la longitud del periodo de
crecimiento. Las hojas maduras son de 30 a 135 cm de largo y 1.5 a 15 cm de ancho.
Son alternas y lanceoladas o linear-lanceoladas con una superficie superior lisa y
cerosa. Los estomas estan en fila sencilla o doble en ambas superficies de la lamina.
La ultima hoja producida es la hoja bandera y su vaina protege la inflorescencia que

esta emergiendo.

Raiz: la radicula sencilla, es responsable del establecimiento de la plantula y es
temporal. El sistema radical adventicio fibroso se desarrolla de los nudos mas bajos
del tallo. La profundidad del enraizado es de 1 a 2 m con el 80% de las raices en los
primeros 30 cm. Los depositos de silice en la endodermis de la raiz probablemente la

fortalecen y la hacen soportar presiones altas durante las épocas de sequia.



Los pelos absorbentes pueden ser el doble en numero que los del maiz

(http://www.infoagro.com/herbaceos/forrajes/sorgo.asp) (Figura 3).

2) Planta enters bl Porcion dei talio, tamima y
vaina

) s Amllo ce
Wi crecimento

. T L e
ey (] POMOrSos raicaies

\! d} Porcidn de laming y vaina de la
hosa (vista dei interior)

Fig. 3. Esquema de planta de Sorgo

Tomado de: http://www.qgro.itesm.mx/agronomia2/extensivos/CSorgolndice.htm, 2005
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Las flores son generalmente hermafroditas; perianto nulo o en todo caso representado
por 2 6 en ocasiones 3 pequefias piezas escamosas llamadas lodiculas; androceo de
3 estambres; gineceo de ovario unilocular y con 2 estigmas plumosos. Encerrando la
flor, hay 2 bracteas llamadas glumelas; la glumela inferior o lema esta bien
desarrollada y a menudo presenta una arista; la gluma superior o palca que es
membranosa y a veces muy reducida. Una o comunmente varias flores constituyen la
inflorescencia elemental de las gramineas: la espicula o espiguilla, la cual presenta
basalmente 2 bracteas, denominadas glumas. Las espiculas a su vez se rednen en

paniculas, racimos o espigas. Frutos en cariopside (House, 1982).

Inflorescencia: es una panicula de racimos con un raquis central completamente
escondido por la densidad de las ramas de la panicula o totalmente expuesto. La
exercion de la panicula es importante para la cosecha mecanizada y para la tolerancia
a plagas y enfermedades. La panicula es corta o larga, suelta y abierta, compacta o
semi-compacta; puede tener de 4 a 25 cm de largo, de 2 a 20 cm de ancho vy llevar
de 400 a 8000 granos (Figura 4).

Las semillas de 3-5 mm esféricas y oblongas, de color negro, rojizo y amarillento.

Fig. 4. Panoja de Sorgo.

Tomado de: http://es.wikipedia.org/wiki/Sorgo (2007).
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CULTIVO DEL SORGO.

El cultivo se adapta desde el nivel del mar hasta altitudes de 3,000 metros sobre el
nivel del mar y en un intervalo que va desde los 40° de latitud Sur hasta los 45° de

latitud Norte (Figura 5) (http://www.infoagro.com/herbaceos/forrajes/sorgo.asp).

Para lograr una buena germinacion, las semillas se deben sembrar a 5 cm de
profundidad, debe tener una temperatura no inferior a los 15 °C. El crecimiento de la
planta no es verdaderamente activo hasta que se sobrepasan los 18 °C, situandose el
optimo hacia los 32 °C. Los descensos de temperatura en el momento de la floracién
pueden reducir el rendimiento del grano; al producir esterilidad de las espiguillas y
afectar la viabilidad del grano de polen. La siembra debe coincidir con el inicio de las
lluvias de primavera para que el sistema radicular se desarrolle y se establezca bien
antes de que se inicien los periodos secos estacionales (House, 1982; Alvarez 2000).

Por otra parte, necesita menos cantidad de agua que el maiz para formar un
kilogramo de materia seca. El sorgo resiste la sequia mas que el maiz. Es capaz de
sufrir sequia durante un periodo de tiempo bastante largo, y reanudar su crecimiento

mas adelante cuando cesa la sequia.

Responde favorablemente a la irrigacion, lograndose excelentes resultados bajo riego.
Requiere un minimo de 250 mm durante su ciclo para llegar a producir grano y
pueden obtenerse buenos rendimientos con 350 mm pero, para lograr altas
producciones, el requerimiento de agua varia entre 450 y 600 mm, dependiendo del

ciclo del hibrido elegido y las condiciones ambientales.

Las mayores exigencias en agua comienzan unos 30 dias después de la emergencia
y continlan hasta el llenado de los granos, siendo las etapas mas criticas las de
panojamiento y floracion, puesto que deficiencias hidricas en estos momentos

producen importantes mermas en los rendimientos (Sanchez y Ramoa, 2005).
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Este cultivo se adapta a los climas mas aridos debido a su:

e Sistema radicular.

o Dormancia.

« Enrollamiento de las hojas.

« Baja relacion de transpiracion.

e Cubierta cerosa.

Ademas de su tendencia de permanecer latente (reanudar el crecimiento cuando sale
del estrés hidrico), la planta de sorgo produce también nuevas cafias cuando se
rompe la humedad si la sequia no fue prolongada (http://www.monografias.com). El
sorgo tolera mejor la sequia y el exceso de humedad en el suelo que la mayoria de
los cereales. Sobrepasa al maiz en rendimiento en lugares con elevada precipitacion,
ya que puede tolerar mejor las condiciones de extrema humedad (Sanchez y Ramoa,
2005; Alvarez, 2000).

Se desarrolla bien en terrenos alcalinos, sobre todo las variedades azucaradas que
exigen la presencia en el suelo de carbonato calcico, lo que aumenta el contenido en
sacarosa de tallos y hojas. Prefiere suelos sanos, profundos, no demasiado pesados.
Soporta algo la salinidad. Algunas zonas de cultivo son: sur y suroeste de Africa, norte
de Europa, Oeste de la India, oeste de Estados Unidos y norte y centro de México,
figura 5 (http://www.infoagro.com/herbaceos/forrajes/sorgo).

Zonas del mundo donde se cultiva el sorgo,

Fig. 5. Zonas del mundo donde se cultiva el sorgo (Sanchez y Ramoa, 2005).
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IMPORTANCIA ECONOMICA Y USO

El sorgo es el quinto grano cultivado mas importante en el mundo después de trigo,
maiz, arroz y cebada, y el segundo cereal mas importante después del maiz segun la
FAO (Cuadro 1).

Tabla 1. Produccidn de los principales cereales en el mundo. Afio agricola 2002.

: Superficie Rendimiento Produccion
Cultivo | (i da (ha) L (Ton/ha) (Ton) o
Trigo 210,785,147 31.77 2.70 568.108.477 27.96
ATTOZ 146,029,456 22.01 3.97 579.476,722 28.52
Maiz 138,896,695 20.93 4.34 606,026,822 2983
Cebada 54,013,738 8.14 2.44 131.558,348 6.48
Sorgo 42,103,351 5.56 1.31 55.340,825 AT
Mijo 36,885,951 6.35 6.98 25,762,606 1.27
Centeno 9,564,291 1.44 2.17 20,747,085 1.02
Avena 13.493,832 2.03 2.05 27,711,619 1.36
Triticale 2.980.773 0.45 3.47 10.356,389 0.51
Otros cereales 8.786.801 1.32 - 6.659.767 0.33
Total 663.540.035 100.00 3.06 2.031,748.660 100.00

Fuente: Base de Datos FAO. Pagina de Internet: www.fao.org.

El sorgo se emplea basicamente para dos distintas finalidades: alimentacion humana
y elaboracion de alimentos balanceados para consumo animal.

Forma parte de la dieta basica de 300 millones de personas en China, India y Africa.
En La India y en el oeste de Africa, algunas variedades se pueden usar como sustituto

del arroz asi como para elaborar pan «rotti » en la India.

En los paises industrializados se cultiva sobre todo como planta forrajera en la
alimentacion de los animales, utilizandolo como fuente de energia para satisfacer las
necesidades pecuarias, se incluye hasta en un 60% dentro de la dieta de los no
rumiantes, principalmente aves y cerdos. Tal es el caso en América y Oceania, la
mayor parte del sorgo producido se emplea para consumo animal (Caamal y Avila
2004; Alvarez 2000).
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La utilizacion de sorgo para consumo animal se ha duplicado, pasando del 30 al 60%
de principios de los afios sesenta a la actualidad, mientras que para consumo

humano ha disminuido ligeramente.

En México el sorgo se utiliza principalmente para la elaboracion de alimentos
balanceados para consumo en monogastricos y rumiantes. Se aprovecha muy bien en
la alimentacién de bovinos, cerdos y aves, se pueden lograr, valores nutricionales
similares al maiz, aunque en el caso de monogastricos fundamentalmente debe
tenerse en cuenta que el empleo de sorgos marrones de alto porcentaje de taninos,
en elevadas proporciones en las dietas, trae inconvenientes en la eficiencia
alimenticia, reduciendo la eficiencia hasta en un 30%; por lo cual se requiere que los

taninos sean previamente desactivados (Sanchez y Ramoa 2005).

La introduccioén del cultivo al pais es relativamente reciente, para el afio de 1961 se
cultivaron 116,993 hectareas, mientras que en 1999 ya se cosechaban alrededor de 2
millones de hectareas. Lo anterior se explica, porque las empresas de alimentos
balanceados, asi como las grandes explotaciones ganaderas que existen en México,
han venido demandando la produccion de sorgo para la formulacién de varias dietas

para el ganado, utilizando como insumo principal el sorgo (Arcos, 2002).

México es uno de los paises con mayor produccién de sorgo en el mundo, ocupa el
quinto lugar en superficie cultivada con 1.8 millones de hectareas y el cuarto lugar en
produccion con 5.5 millones de toneladas. El rendimiento promedio del sorgo en
México es de 2.97 ton/ha y esta por arriba del promedio mundial, que es de 2.09
ton/ha (Sagarpa, 2002; Arcos, 2002).

Los principales estados productores de sorgo en México son: Tamaulipas,
Guanajuato, Michoacan y Sinaloa; representaron el 32.4, 24.6, 13.0 y 7.4% de la
produccion total, respectivamente; estos cuatro estados produjeron el 77.3% del
volumen de la produccién en el 2002. El sorgo en México, es el segundo cultivo

ciclico mas importante, después del maiz (Sagarpa, 2002; Arcos, 2002).
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VALOR NUTRICIONAL.

El valor energético del grano de sorgo es un poco inferior al del maiz. La energia

metabolizable verdadera corregida para balance de nitrégeno cero (EMVN) oscilan

entre 3181 Kcal/Kg y 3676 Kcal/Kg enmarcado un intervalo de variacion en donde

quizas el grado de reactividad de la molécula de taninos constituya un factor

importante a considerar (Jaramillo et al., 1993).

Comparandolo con el grano de maiz, el de sorgo es generalmente un poco mas rico

en proteinas, pero mas pobre en materia grasa que presentan un valor bioldgico

bastante débil. En las pruebas realizadas se ve que el sorgo es deficiente en

aminoécidos esenciales como es el caso de lisina, cisterna, glicina, serina y triptéfano

(Cuadros 1y 2).

Cuadro 1. Composicion quimica del grano de seis cultivares de sorgo.

Cultivares Proteina
- (%)
SV-V5I 11.23
DEKALB-55 11.52
DEKALB-64 11.56
WAC-5005 11.74
PIONEER-

815B 8.70
SAVANNA-5 13.09
PROMEDIO 11.47

Fuente: Arteaga y Ortiz, 1989.

Grasa

(%)
4.92
4.93
4.29

4.65

5.23

4.60

4.77

Fibra

(%)
1.55
1.49
1.35

1.18

2.28

2.27
1.69

Cenizas

(%)
1.60
1.67
1.58

1.55

1.84

191
1.69

Taninos

(%)
0.16
0.37
0.05

0.09

0.62

2.19

0.58
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Cuadro 2. Composicion de aminoacidos de la proteina de los

cultivares CH-3, NKSAV-5 y P816-B procedentes de

la cosecha 2 ( g/100g de proteina).

Aminoacido
Lisina
Metionina
Cisteina
Tript6fano
Treonina
Arginina
Histidina
Leucina
Isoleucina
Valina
Fenilalanina
Tirosina
Alanina
Ac. Aspartico
Ac. Glutdmico
Prolina
Glicina

Serina

Fuente: Jaramillo et al., 1993

CH-3
2,27
2,10
2,01
cnc
3,27
3,94
2,35
12,84
3,78
4,87
4,87
3,36
8,89
6,88
19,38
8,22
3,61

3,94

NKSAV-5

1,88
2,03
2,03
0,38
3,16
3,61
2,25
12,70
3,38
4,28
4,96
3,38
8,87
6,76
19,08
8,11
3,08

4,13

cnc=concentracion no cuantificable

P816-B
2,20
2,03
1,94
cnc

3,21
3,80
2,28
13,43
3,89
5,07
5,24
3,46
9,21
7,09
19,93
8,26
3,13

4,05
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LA BIOTECNOLOGIA Y EL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

El hombre y la biotecnologia han estado en contacto desde los comienzos de la
historia en actividades como la preparacion del pan y de bebidas alcohdlicas o el

mejoramiento de cultivos y de animales domeésticos.

La biotecnologia se puede definir como la utilizacién de organismos vivos o partes de
los mismos, para obtener o modificar productos, mejorar plantas o animales o
desarrollar microorganismos para objetivos especificos. Abarca desde la biotecnologia
tradicional (conocida y establecida) por ejemplo la fermentacion de alimentos, hasta la
biotecnologia moderna, basada en la utilizacion de las nuevas técnicas de ADN
recombinante (ingenieria genética), los anticuerpos monoclonales y los nuevos
métodos de cultivo de células y tejidos; derivados de la investigacion en biologia
celular y molecular (Pérez,1998). Es una ciencia multidisciplinaria que engloba entre
otras a la genética molecular, la ingenieria quimica y de proceso, la anatomia animal y
vegetal, la bioquimica, la microbiologia, la inmunologia, la biologia celular, la
agricultura y la electrénica entre otras muchas ciencias (Pieik et al.,1990; Vasil
et al.,1994; Buetow et al., 2000). Actualmente la biotecnologia presenta la siguiente

clasificacion (Pérez, 1998):

* Biotecnologia animal

* Biotecnologia humana

* Biotecnologia industrial

* Biotecnologia vegetal y ambiental

Dentro de la biotecnologia vegetal se encuentra el cultivo de tejidos vegetales (CTV)
o cultivo in vitro como una rama de ésta. Definido como el cultivo de todo tipo de
células, tejidos, 6rganos, embriones y protoplastos bajo condiciones asépticas (Smith
y Drew, 1990), artificiales y controladas (temperatura, composicién quimica del medio
de cultivo, luz y humedad, atmdésfera, pH, reguladores de crecimiento, etc. (Pierik,
1990).
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A partir de estos avances dentro CTV se fueron desarrollando varias técnicas que
permiten hoy en dia lograr la clonacién a partir de plantas élites, el cultivo de plantas
haploides, la formacion de embriones somaticos, la obtencion de plantas libres de
virus, etc. En estos momentos el CTV juega un papel muy importante para realizar
estudios que serian imposibles obtener in vivo (Pérez et al., 1999; Robert y Dennis,
2000), dando resultados de enorme importancia para la agricultura, horticultura y
silvicultura (Pierik, 1990).

Una de las aplicaciones mas importantes actualmente que tiene el CTV es para lograr
el mejoramiento de las plantas con la utilizacion de los avances en la biologia
molecular y la ingenieria genética al abrir un gran numero de posibilidades
experimentales en la investigacion genética de plantas.

(www.inicia.cl/biotecnologia/c_tejidos.htm).

Para lograr la transformacidén genética eficiente de una planta es necesario primero
contar con un sistema de cultivo de tejido eficiente; es decir con métodos de
regeneracion exitosos y un sistema de transferencia genética sencilla, econémico y
reproducible (Birch, 1997; Vidales, 2002).

Un sistema de regeneraciéon in vitro, ya sea a través de la organogénesis o
embriogénesis somatica, requiere la definicibn de los componentes del medio de
cultivo para sus diferentes etapas, por ser determinantes en el crecimiento y
desarrollo celular; los reguladores de crecimiento vegetal (RCV); (auxinas, citocininas,
giberelinas, etileno y &cido abscisico) son los mas importantes en el proceso de
crecimiento o diferenciacion ya que estimulan la elongacién y la division celular, segun
sea el tipo, la combinacién y la concentracion (Salisbury y Ross, 1994) y en todos los
aspectos de desarrollo (Klee y Estelle 1991; Davis 1995/ cit. por Mufioz, 2003;
Vidales, 2002).

Mediante el manejo de los tipos, concentraciones y combinaciones de estos
compuestos en un medio de cultivo se pueden manipular los patrones de desarrollo
de los tejidos y obtener las respuestas deseadas como la formacion del tejido calloso,

brotes, embriones y raices.
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Cada tejido responde de manera diferente a una misma concentracion de RCV a
causa de las diferencias en el contenido de reguladores endégenos. Lo que significa
que los tejidos tienen diferentes sensibilidades, esto es que la capacidad de respuesta
a éstos esta dada por la cantidad de receptores especificos para los reguladores del

crecimiento presentes en el tejido.

EMBRIOGENESIS SOMATICA O ASEXUAL.

Se define como la formacion de un embrién a partir de una célula diferente a un
gameto o al producto de la uniéon de gametos, siendo conocida en la naturaleza como
una forma de apomixis, la cual recibe el nombre de embrionia adventicia (Merkle
et al., 1995).

En cultivo de tejidos las estructuras pseudoembrionarias se obtienen a partir de
células somaticas, las cuales se desarrollan para formar embriones completamente
analogos a los embriones cigéticos (con todas sus etapas: globular, acorazonado y
torpedo). Un embriéon somatico es una estructura bipolar independiente es decir, no
esta fisicamente unida a su tejido de origen, contiene dos meristemos, el de brote y el
de raiz; semejantes a los embriones zigoticos (Arnold, 2002). Normalmente las células
de las plantas son totipotenciales, razéon por la cual las células somaticas pueden
convertirse en embriones ver figura 6 (Eudes et al., 2003; Ajay y Suresh, 2003; Ikeda-
Iwai et al., 2003).

La produccion de dichos embriones a partir de cultivos de células, tejidos u 6rganos
puede tener lugar por dos vias, por la embriogénesis directa (sin una fase intermedia
de callo) y por la embriogénesis indirecta tras la formacion de callo. Para la
embriogénesis somatica directa, el embridn cigotico inmaduro, es muchas veces
usado como explante y la respuesta del embrién depende en gran parte del estado de
desarrollo en el que se encuentra el explante, ésta suele tener lugar a partir de un
explante mantenido en un medio de cultivo sdélido y puede utilizarse para la

micropropagacion de una serie ilimitada de especies.
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La via de la embriogénesis somatica indirecta, por la cual los embriones somaticos
son inducidos y desarrollados por la proliferaciéon de callo y células en suspension es

generalmente mas comun (Arnold, 2002).

| Embriogénesis somatica. |

Regeneracién de
la plantula.

Callo Globulax
Corazon/ Torpedo

Plantula

|E1nbriogénesis Zigotica.

0:Q=()-

Zigotico
Glohular

Expansién
Maduracién Germinacion

5y

., crecimiento
Desecacidn

L

Dormancia.

Corazon/ Torpedo

Cotiledon

Fig. 6. Comparacion de la embriogénesis somatica y la zigotica
(Tomado de: Arnold et al., 2002).

Las células embriogénicas parecen ser muy similares a las células meristematicas en
las que hay un pequefo y denso citoplasma, un gran ndcleo y nucleolo prominente y
contiene muchas vacuolas pequefas, gotitas de lipidos y granos de almidon. Las
células no embriogénicas usualmente tienen vacuolas grandes y granos variables. Los
cultivos embriogénicos son altamente heterogéneos; pueden contener una mezcla de
estructuras organogénicas y embriogénicas (Su, 2002; Lindsey y Jones, 1989; George
y Sherington, 1984; Arnold, 2002).
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Los embriones somaticos pueden desarrollarse y germinar para formar plantas, de
modo andlogo a la germinacién de los embriones cig6ticos. Para activar la
embriogénesis en células somaticas se necesita de estrés, esto ocurre en algunos
casos al realizar cultivo de tejidos y exponerlos a condiciones distintas en un medio
con minerales, vitaminas, RCV, hormonas, altas concentraciones de azlcar y/o alta
temperatura, durante la etapa de la adaptacion se encienden genes que conllevan a

cambios fisioldgicos y metabdlicos (Feher et al., 2003).

El empleo de auxinas fuertes es la mejor manera de inducir la formacién de células
embriogénicas desde células somaticas. En raras ocasiones se han logrado la
embriogénesis somatica sin RCV (Feher et al., 2003; Popelka et al., 2003; Popelka y
Altpeter, 2003). La induccién de la division celular en el explante como una respuesta
a esta auxina puede resultar en un callo con crecimiento desorganizado o bien en un

crecimiento polarizado coordinado para la formacion de un embrion (Gomez, 1998).
La embriogénesis somatica se puede dividir en cuatro estadios (Mufioz, 2003):
* Desarrollo

El estadio temprano o pre globular de los embriones somaticos pueden ser
reconocidos generalmente por el contenido de citoplasma denso y la ausencia general

de vacuolizacién (Krikorian, 1995; Halperin, 1995/ cit. por Mufioz, 2003).
* Proliferacién

En esta etapa por lo regular se emplean auxinas y citocininas juntas para proliferar o

multiplicar los embriones (Merkle et al., 1995).
* Maduracion

La maduraciéon es el periodo en el que el embrién somatico sufre expansion de sus
células y la acumulacién de sustancias de reserva (Bewley y Black, 1985/cit. por
Gomez, 1998). En esta etapa juega un papel fundamental la presencia de nitrégeno

en el medio de cultivo, siendo necesario el suplemento con nitratos, amonio,
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aminodacidos y caseina hidrolizada. Los carbohidratos son esenciales, junto a bajas
concentraciones de oxigeno en el medio, lo cual permite una maduracion total y evita

la germinacién precoz figura 7 (Merkle et al., 1995).

Embridn zigatico.

Germinacion de

embriones somaticos, Embriones somatico. Formacion de embriones,

Fig. 7. Estadios dentro de la embriogénesis somatica del mijo.
(Tomado de: Alvarez, 2005).

* Germinacion: Durante este estadio los embriones somaticos maduros son
transferido a medios con una baja concentracion de auxinas o sin éstas, promoviendo
el desarrollo meristematicos normal de los brotes y las raices; el cual se encontraban

inhibido por las auxinas (Merkle et al., 1995).

Gordon-Kamm et al., (1990) han resaltado la importancia de utilizar los cultivos
embriogénicos para la transformacion genética, ya que en estos tejidos la
regeneracion vegetal se lleva a cabo por la via de embriogénesis somatica, en donde
la regeneracion de plantas parte de una sola célula o de un pequefio grupo de células
aumentando la posibilidad de obtener plantas totalmente transformadas por esta via
(Mere y Vazquez, 2003).
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Factores que influyen en la embriogénesis somatica.

Medios de cultivo.

La composicién del medio de cultivo es de gran importancia para el surgimiento de

embriones somaticos.

La presencia de nitrogeno es un factor importante en la composicion del medio, ya
que se ha reportado que la adicion de nitrato en altas concentraciones al medio de
cultivo junto con compuestos nitrogenados reducidos tales como sales de amonio;
que es esencial para el adecuado crecimiento y diferenciacion de embriones
inmaduros (Hu, 1986). Los medios mas usados son el MS (Murashige y Skoog, 1962)
y N6 (Chu et al., 1975) en donde cada uno contiene distinta cantidad de nitrégeno:
20.6 mM de NH4, 39.4 mM de NOs, 7 mM de NH; y 28 mM de NOj; respectivamente
(Jiménez, 2006).

Asi mismo, se sabe que el potasio estimula la embriogénesis, especialmente si existe
la falta de nitrégeno (Pierik, 1990; Razdan, 2003). Mientras que el AgNO3 estimula la
produccion de callo tipo Il y la regeneracién al competir con el etileno por los sitios de
union (Vain et al., 1989; Songstad et al., 1992/ cit. por Jiménez 2006).

Otros elementos cruciales para la formacion del callo embriogénico son reguladores
de crecimiento, fuente de carbono, asi como sales y vitaminas (Robert y Lozoya,
1985) entre las cuales se encuentran: tiamina, acido nicotinico y piridoxina (Evans
et al., 2003). Siendo las mezclas de vitaminas MS, Ng y Bs los mas mencionados en la

literatura.

Ciertos aminoacidos, especialmente L-prolina, alanina y glutamina estimulan
fuertemente la respuesta embriogénica (Reinert et al., 1967; Reinert y Tazawa 1969;
Halperin y Wetherell 1965; Kamada y Harada 1979; Walker y Sato 1981/ cit. por Mere
y Vazquez 2003).
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Los reguladores de crecimiento que contiene el medio juegan un papel sumamente
importante siendo las auxinas fuertes como el 2,4-D o Dicamba, las que inducen la
embriogénesis somatica. Por la iniciacion de la activacion diferencial de genes,
promoviendo el incremento de la poblacién de células embriogénicas mediante una
division celular repetitiva. Simultdneamente existe la supresion de la diferenciacion
celular (Razdan, 2003). La auxina mas reportada en articulos para las gramineas es el
2,4-D.

La remocion de estos reguladores de crecimiento provocan que las masas de células
no diferenciadas sigan un patron de organizacion que resulte en la formacion de

embriones somaticos (Ribnicky, 1996).
Dos factores que también son importantes son: la luz y la temperatura en donde los
requerimientos de cada uno de éstos varia acorde a la especie vegetal trabajada

(Robert y Lozoya, 1985; Razdan, 2003).

Material biol6gico utilizado.

La eleccion del genotipo y el explante es crucial en la obtencidn de respuesta
embriogénica (Gray, 2000; Gray y Meredith 1992). Se sabe que la carga genética que
tienen los explantes influye marcadamente en la dificultad o facilidad con la que se

pueden obtener los callos embriogénicos y su regeneracion.

La edad fisiol6gica, ontogénica del érgano y la longevidad de los tejidos influye en
gran medida debido a que éstos pierden su potencial respuesta con el tiempo,
posiblemente a causa de cambios cariotipicos y de ploidia en respuestas a la
presencia de auxinas, ademas de probables cambios epigenéticos (Pierik, 1990).
Otros factores importantes son la etapa de desarrollo del explante, asi como el
aprovechamiento de nitrégeno (Tomes 1985) y la presion osmaética del medio de
cultivo (Gray, 2000).
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ORGANOGENESIS.

La organogénesis es la habilidad de los tejidos vegetales para la formacion de varios
organos de novo (Robert y Dennis, 2000); en la cual brotes o raices han sido
inducidos por diferenciacion de una célula o un grupo de células. La nueva estructura
formada es unipolar (con un polo apical o uno radical, de modo que se genera un tallo
0 una raiz) y su tejido vascular esta fisicamente conectado al tejido de origen
(Chavez, 1993; Segura, 1994/cit. Mufioz, 2003).

En la organogénesis se pueden distinguir las siguientes etapas: desdiferenciacion de
células diferenciadas (que conducen probablemente a una redefinicion vy
rejuvenecimiento de las células); division celular, generalmente seguida por formacién
de callo, cuando se dirige a la division celular, se puede comenzar la iniciacion de
organos, su formacién y por ultimo el desarrollo de éstos (Pierik, 1990; Schwarz y
Beaty, 2000).

La regeneracion de plantas completas por medio de organogénesis in vitro se da
normalmente en dos fases, la primera es la produccion y crecimiento de tallos a partir
de callo, hojas, cotiledones, hipocotilos, etc. y como segunda, su posterior
enraizamiento. El desarrollo de esta metodologia ha dado un mayor impulso y
eficiencia a algunas estrategias ya utilizadas en campo, ahorrando tiempo, espacio y
dinero. Pueden utilizarse para: inducir variabilidad genética, operacién que se puede
efectuar a nivel de célula, tejido u 6rgano; recuperar embriones inmaduros, obtener
plantas libres de patégenos, mediante el cultivo de meristemos libres de virus,
bacterias, hongos, etc., crear hibridos somaticos entre especies sexualmente
incompatibles mediante la fusion de protoplastos, micropropagacion a partir de yemas
preformadas, producir lineas homécigas de haploides duplicados, mediante el cultivo
de anteras, etc., eliminando factores ambientales adversos del cultivo ex vitro (Sairam
et al., 2003; Somers et al., 2003).
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En 1980 Hicks se dio cuenta de que existen 2 vias de desarrollo de la organogenésis.
Si el brote o raiz es inducido y desarrollado directamente del explante sin haber
sufrido una fase de callo, es llamado organogénesis directa u organogénesis
adventicia. En contraste la organogénesis indirecta implica una fase inicial de
proliferacion de tejido de callo que contiene células competentes de las cuales se
originaran brotes en gran cantidad, los cuales tendrdn que ser individualizados y
transferidos a un nuevo medio para su desarrollo y establecimiento (Su, 2002; George
y Sherington, 1984). Esta Ultima via puede incrementar las posibilidades de
incrementar las variaciones en la constitucion cromosomica de los 6rganos

resultantes, ver ejemplo de organogenésis en figura 8 (Somers et al., 2003).

A e e

Fig.8. Regeneracion organogénica de Mijo A) Organogénesis indirecta B)
Crecimiento de brotaciones C-D) Aclimatizacion en invernadero E) Semillas.
Tomado de: Oldach et al., 2001.
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Factores que influyen en la organogénesis.

Medios de cultivo.

Al igual que en la embriogénesis el medio de cultivo es sumamente importante para
una O6ptima respuesta organogénica ya que los requerimientos de las distintas
especies manejadas varian, esos factores pueden ser: reguladores de crecimiento,
fuente de carbono, asi como sales y vitaminas (Robert y Lozoya,1985). La presencia
de nitrogeno es también un factor importante en la composicion del medio; dado que

la deficiencia de éste, es un factor limitante para la formacién las estructuras de novo.

Respecto a los reguladores de crecimiento; la induccién de raices generalmente tiene
lugar en medios con concentraciones de auxinas débiles (ANA y AlA), relativamente
altas, pero concentraciones de citocininas bajas. La iniciacion de primordios radicales
generalmente requiere una concentracion de auxinas mas alta que la que se necesita
para el posterior crecimiento de los mismos primordios. Las raices y los vastagos se
forman por lo general de forma completamente independiente unos con respecto a los
otros, no existe conexion entre ellos, aunque se originen a partir de un callo al mismo
tiempo (Su, 2002; Pierik, 1990; Rodriguez, 2006).

La formacion de vastagos puede producirse, si existe una baja concentracién de
auxinas y una alta concentracion de citocininas. En algunas ocasiones se producen

raices adventicias en la base de los vastagos adventicios (Rodriguez, 2006).
Luz.

La luz juega un papel importante en la induccion de organogénesis (Murashige, 1974),
los efectos del fotoperiodo son muy diversos y varian entre los taxas, siendo

influenciados por los niveles enddgenos de reguladores de crecimiento.
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El fotoperiodo més usado es de un ciclo luminico de 16 h y 8 h de oscuridad. Esto
dado que el requerimiento de luz para la induccion de brotes es elevado la cual
estimula su desarrollo en la mayoria de los casos, aunque existen especies que en

condiciones de oscuridad se favorece la formacién de vastagos (Pierik, 1990).

En la induccioén de raices la presencia de luz puede disminuir su aparicién ya que las
condiciones de oscuridad podrian semejarse a las condiciones de suelo en las que se

desarrollaria la planta en forma natural (Razdan, 2003; Rodriguez, 2006).

Temperatura.

Al igual que la luz, las temperaturas elevadas estimulan la formacién de brotes (Pierik,
1990), sin elevarla demasiado; es conveniente proporcionar la misma que recibe la

planta en su habitat natural, tal es el caso de aplicar 30 + 2°C (Herman, 1995).

Material biolégico utilizado.

En la mayor parte de los casos, la formacion de 6rganos via organogénesis se induce
mucho mas facilmente en plantas juveniles que en plantas adultas (Su, 2002; Pierik,
1990; Lindsey y Jones, 1989; George y Sherington, 1984). Las plantas en estado
vegetativo responden mejor que la plantas en floracion (George y Sherington, 1984;
Pierik, 1990).

En algunas plantas cualquier segmento de un oOrgano tiene aproximadamente la
misma capacidad regenerativa (hojas, tallos, raiz, yemas, capitulo florales, anteras,
etc.). Si existen diferencias, pueden ser explicadas generalmente por el hecho de que
en la hoja o tallo, hay tejidos de diferentes edades. Por otro lado, también se han
encontrado grandes diferencias, segun las zonas, en capacidad de regeneracion de
algunos ¢6rganos (Pierik, 1990). Otros factores importantes son el tamafo de los
explantes y las lesiones que estos presentan (Schwarz y Beaty, 2000/ cit. por
Rodriguez, 2006).
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OXIDACION EN EL CULTIVO IN VITRO.

La oxidacién fendlica llega a convertirse en un serio problema dentro del cultivo in
vitro; esto debido a que el medio de cultivo actia como receptaculo de los productos
de excrecién de las células que crecen en él. Existen varias especies vegetales que
son ricas en compuestos polifendlicos o especies con un alto contenido de taninos u
otros hidroxifenoles (ej. &cido clorogénico) tales como las lefiosas, sin embargo estos
taninos se encuentran en un amplio nimero de vegetales, ocasionando dificultad para
el establecimiento in vitro de éstas. Asi mismo otro factor que influye en la oxidacion
es la edad del explante (Schwarz y Beaty, 2000; Pérez 1999, Carvalho, 2004).

Segun Preece y Compton (1991) y Hu y Wang (1983) citados por Jiménez (1998),
cuando los tejidos son dafiados o sufren una herida (escision) se liberan compuestos
fendlicos (que estan acumulados en grandes cantidades en las vacuolas) y al
mezclarse con el contenido de los plastidios y otros organelos donde estan
confinadas las polifenoloxidasas se produce un proceso de oxidacion y como
consecuencia de ello aparece una coloracion negra o marrén ( ennegrecimiento del
medio de cultivo alrededor del explante y que se puede extender a todo el medio,
provocar dafos al crecimiento y hasta la muerte del explante; esto debido a que los
productos de la oxidacion son altamente reactivos e inhiben la actividad enziméatica

propiciando un oscurecimiento letal de los explantes (Schwarz y Beaty, 2000).

Los fenoles son productos extremadamente labiles que se oxidan con gran facilidad
asi compuestos de quinona altamente activos con la ciclasa, polimerasa y oxidasa
para ir formando cada vez mas compuestos melanicos. Estos productos pueden ser
fitotdxicos y a la vez incrementan los procesos de oxidacién, ya que al oxidarse se
convierten en agentes oxidantes. Dando como consecuencia una irreparable

inhibicion del crecimiento del explante.
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Una de las practicas mas comunes para contrarrestar el efecto de la oxidacion
fendlica, es agregar antioxidantes al medio de cultivo, los que son inhibidores de la

polifenoloxidasa o adsorbentes.
Para contrarrestar el efecto de la oxidacion se recurre a:

e Realizar enjuages con soluciones antioxidantes previo y posterior a la
diseccion de los explantes.

e Adicion de antioxidantes al medio de cultivo (inhibidores de la polifenoloxidasa
0 adsorventes).

o« Cambios frecuentes de medio de cultivo. Cada vez que se observe la
fenolizacion.

« Disminucion de la intensidad luminosa o cultivo en la oscuridad.

« Empleo de medios liquidos en sustitucion de medios gelificados.

o Modificacion del pH y del potencial redox del medio.

¢ Cambio en el nivel de sacarosa.

Entre los antioxidantes mas empleados se encuentran: acido citrico, acido ascorbico,
Polivinilpirrolidona (PVP®), pirogalol L-cisteina, Ditiotreitol, Tioureay carbén activoado
(adsorbente). Entre las sustancias organicas usadas se encuentran el agua de coco y
la albimina de suero bovino. Una practica interesante llevada en el cultivo de cafia
para evitar la oxidacién es sembrar el explante de forma invertida con el fin de que la
zona de corte no esté en contacto con el medio (Pérez 1998, Pérez 1999, Carvalho,
2004).
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El &cido citrico es un acido tricarboxilico ampliamente distribuidos en tejidos animales
y vegetales cuyos grupos acido e hidroxilo le permiten tener propiedades

antioxidantes, ademas de ser un agente secuestrador de metales traza (Uribe 1998).

La cisteina es un aminoacido polar que contiene un grupo sulfhidrilo, el cual es muy
reactivo y extremadamente susceptible a la oxidacion a disulfuro por el oxigeno

atmosférico en presencia de sales de hierro u otro oxidante suave.

El pirogalol (CsHsO3) 1,2,3 trihidroxibenceno, es un compuesto perteneciente a la
familia de las proantocianidinas, de origen fendlico proveniente de algunas plantas;
proviene del galato y generalmente son productos provenientes de flavonoides,
taninos y lignina. Estos compuestos tienen la capacidad de formar complejos con
proteinas ricas en prolina y mucopolisacaridos. Soluble en agua, alcohol y éter.
Insoluble en benceno, cloroformo y disulfuro de carbono. Se caracteriza por se un
buen reductor y se ha utilizado para absorcién de oxigeno en andlisis de agua (Uribe,
1998).

El carbdén activado es un buen adsorbente, atrapa compuestos fendlicos; pero también
auxinas y citocininas, de ahi que se tenga cautela para su uso dado que puede
disminuir la eficiencia morfogénica; al adsorber estos reguladores, la concentracion

disponible en el medio se reduce considerablemente.
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CULTIVO IN VITRO DE CEREALES:

Previo a los 80°s del siglo pasado los cereales eran famosos por su recalcitrancia que
obstaculizaba su regeneracion bajo condiciones de cultivo in vitro y la transformacion
genética; pese a este desafio los investigadores como: Nakano y Maeda, 1979;
Shimada y Yamada, 1979, reportaron la regeneracién de plantas a partir del desarrollo
de meristemos adventicios provenientes de callos. Por otro lado Dunstan et al., 1979

mediante la ruptura de la dominancia apical logro la formacién de brotes multiples.

Entre los afios de 1979 y 1981 se realizaron 4 descubrimientos considerados como la
base para todos los trabajos modernos en la regeneracion y la transformacion

genética de los cereales.

A) La utilizacion de embriones inmaduros, segmentos de inflorescencias jovenes o
bases de hojas jovenes prestando atencion y precisando los estadios de
desarrollo.

B) Utilizacién de medios de cultivo con altas concentraciones del herbicida 2,4-D
el cual actia como una auxina.

C) Se logré mantener cultivos por mas tiempo dando paso a la regeneracion de
plantas predominantemente por medio de embriogénesis somatica.

D) Usando cultivos en suspensién de callos embriogénicos se habia logrado la

obtencion de protoplastos totipotentes.

Convirtiéendose de este modo la embriogénesis somatica en una alternativa para
trabajar con cereales recalcitrantes al igual que lo habia sido con otros especies de
interés comercial como algodén, papaya, papa y muchas especies de arboles
maderables (Thorpe, 1995/ cit. por Vasil, 2005).

Vasil en 1980 fue el primero en obtener el cultivo embriogénico en cereales quien
describio la embriogénesis somatica en Pennisetum americanum. Siendo pionero en
este campo, desarrollé cultivos embriogénicos en todos los cereales y en algunas

especies de pastos.
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Uno de los primeros en realizar experimentos con protoplastos fue Georg Melchers
que realizd investigaciones para inducir la division celular a partir protoplastos de
mesofilo aislado de las hojas de trigo, maiz, cebada y centeno; realizando 120,000
variaciones de medios de cultivo, condiciones, nutrientes, uso de enzimas, etc. Por su
parte Arthur Galston (1978) intentd la obtencidén de protoplastos de la avena usando
20,000 condiciones distintas. Ambos proyectos titdnicos fueron fallidos.

Las explicaciones para dichos fracasos fueron: la falta de division celular que pudiera
deberse a un bloqueo mitético en la divisién nuclear (Jiménez ,1998), esto debido a la
incapacidad del los protoplastos para sintetizar ADN, también a la intervencién de
factores genéticos o lesiones causadas durante el aislamiento de protoplastos
responsable de una divisién celular sostenida, la carga genética y las especificidades
epigenéticas del explante pueden ser responsables para el fracaso de protoplastos
del cereal y células para desarrollar el cultivo, una posible pérdida irreversible del
potencial para la division celular (Vasil, 2005) y finalmente, que los protoplastos de
cereal son constitutivamente incapaces de una division sostenida (Hurtado y Merino
1994).

En los experimentos subsecuentes se trabajaron con protoplastos provenientes de
otros tejidos que fueran totipotentes y tratando de establecer lineas celulares
regenerables; dado que las existentes en esos momentos eran efimeras y
rapidamente perdian su habilidad de regenerar las plantas. Vasil fue el primero en
lograrlo partiendo de callos embriogénicos de Pennisetum glaucum. Mostrando que
los protoplastos obtenidos poseian divisiones celulares sostenidas dando lugar a
embriones sométicos y a plantas (Vasil y Vasil, 1981/ cit. por Vasil, 2005).
Lu et al., 1981 obtuvieron resultados similares en pasto de Guinea (Vasil y Vasil et al.,

1983) en pasto de Napier la eficiencia de regeneracion fue baja (1-2%).

Actualmente ya se cuenta con lineas embriogénicas de arroz, maiz y varias especies
de céspedes; mediante el cultivo en suspensién de protoplastos se lograron regenerar
plantas (Vasil, 2005).
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CULTIVOS IN VITRO DE SORGO.

Los primeros experimentos sobre el cultivo de sorgo in vitro datan de los afios 70°s
del siglo pasado extendiéndose hasta el presente siglo; en donde varios cientificos
iniciaron la busqueda de protocolos exitosos de regeneraciéon; a partir de diferentes
tipos de explantes tales como embriones inmaduros, inflorescencias inmaduras,
cariopsides inmaduras, raquis y brotes o segmentos de éstos ( Masteller y Holden,
1970; Brar et al.,1979; Kaeppler y Pedersen, 1997; Boyes y Vasil, 1984; Elkonin et al.,
2000; Ma y Liang, 1987; Cai et al., 1987; Bhaskaran et al., 1988; Bhaskaran y Smith,
1988, 1989,1990; Eapen y George,1988, 1990; Cai y Butler, 1990; Lusardi y Lupotto,
1990; Nahdi y De Wet, 1995; Sairam et al., 2000; Bhaskaran et al., 2006 y
Seetharama et al., 2000).

La mayoria de experimentos tienen en comun la busqueda de la embriogénesis

somatica (usando auxinas fuertes como: 2,4-D, picloram) y el uso del medio MS.

Pese a algunos logros obtenidos mostrados en la tabla 2; la frecuencia de reportes de
regeneracion de sorgo era muy baja siendo éste uno de los principales inconvenientes

para su transformacion genética.

Zhu et al., 1998; categorizan al sorgo como una de las plantas mas dificiles de
trabajar en cultivo de tejidos vegetales y transformar. Mientras que Able et al., 2001;

mencionan que el sorgo es el mas recalcitrante de todos los cereales.

Sin embargo las altas concentraciones de NH*,y bajas concentraciones de NO’; dan
como resultado la formacién de un callo compacto; mientras que el incremento de
NO3 (39.9-82.4 mM) resultan en la proliferacion de callo friable en algunos genotipos.
Por su parte el aumento de PO® , (de 8.8 al4.2 mM) mostr6 el incremento en la

embriogénesis somatica (Elkonin y Pakhomova, 2000).
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Tabla 2: Regeneracion de sorgo in vitro.

MEDIO
AUTOR OBJETIVO EXPLANTE AEEEEA%?EL MEDIO INDUCTOR REGENERACION -
ENRAIZAMIENTO
Casas callo Embriones cigoticos |N.R MS + Vitaminas Bs + asparagina | Regen.: MS + Vitaminas Bs + AIA
etal., 1993. |embriogénico inmaduros ( 12-15 150 mg I'* + 10% agua de coco + |1 mg I"* + Kin 0.5 mg I'* + az(car
dias después de la 2,4-D 2mgI* 209t
polinizacién) Enraiz.: MS al 50%, + ANA 0.5
mg I* + AIA0.5 1 mgI*
Mythili callo Meristemos apicales |N.R Medio liquido MS + 2.5 mg I''de | Regen.: medio liquido MS+ 0.25
etal., 1999. |embriogénico (0.5-0.8 mm) 2,4-D. Agitacion de 100 rpm mg I kinetina + 0.25 mg I BAP
Enraiz.: MS sin RCV.
Elkonin y Influencia del Embriones cigoticos Etanol al 70%, MS o N6 + azucar 87.6 mM +, Regen.: MS, 5.7 uM 1AA, 0.5 uM
Pakhomova; |nitrégenoy el inmaduros o Cloramina mioinositol 0.6 mM + B;3.0 uM, | Kkinetin.
2000. fésforo en el fragmentos de al 5% Bs 4.9 uM + 2,4-D (4.5 uM)
callo de sorgo paniculas + agar7 g pH 5.8-6.0
Able J. et al., | Callo Embriones inmaduros | Etanol al 70% MS + vitaminas Bs+ Regen.: MS + vitaminas
2001. embriogénico. (11-16 dias después 2g I hidrolizado de caseina+ |Gamborg + 2% azlcar + 2g I
de la antésis) 2mg I*2,4-D pH5.8 hidrolizado de caseina + 1mg I
Madur.: MS + vitaminas Bs + 2% | *AIA + 0.5mg I-1 Kinetina.
sacarosa + 1g I"* hidrolizado de |Enraiz.: MS + vitaminas
caseina + 0.025 mg I ABA Gamborg + 1.5% sacarosa +
2mg I ANA
Oldach et al., | Callo Embriones inmaduros | 70% etanol + MS + 2.5mg I 2,4-D + Regen.: MS + 1mg I BAP
2001. con 10 a 20 dias hipoclorito de 0.1mg I'* BAP
después de la sodio 2% + 0.5 %
polinizacion Mucasol por 30
min
Harshavardh | Embriogénesis | Meristemos apicales |Etanol al 70% por |[MS + 5.0 uMde TDZ + 1 Regen.: MS+ 17.72 uyM y 2.69
an et al., somaética directa 30 seg 7.72 yM BAP + 1.074 uM ANA MM ANA.
2002. blanqueador Enraiz.: MS al 50% + 8.28 uM

comercial 40% +
Tween-20 por 30 m

AIB  +1.14 uM AlA.

36




Nirwan y Callo Embriones maduros | Etanol al 70% por | Probando distintas Regen. fue MS + Kinetina 9.2 uM
Kothari, embriogénico 1 min + 1% HgCl, |concentraciones de cobre. + AIA 2.85 uM
2002 por 3 min. MS + 2,4-D 9uM + Kin 2.3 yM. | Enraiz.:MS al 50% + ANA 10.7
UM
Girijashankar | Embriogénesis | Meristemos apicales |N.R MS suplementado con 4 mg I Germ.: MS +4 mg I"BAP y 0.1
et al., 2005. |somatica 7 dias de germinacion 'BAPy 0.5mg I'2,4-D mg I NAA.
extrayéndolos de Regen.:MS +1 mg I"BAP and 0.5
hipocétilos mg I IBA
Kishore y Induciendo callo | Meristemos apicales | Teepol (Glaxo, MS+ 2.5 mgl™*2,4-D Regen.: MS + 0.5 mg I'* BAP +
Visarada, 6 mm India) al 0.1% 0.25 mgl™* IBA
2006. (v/v) por 10 min y |Brotes: MS + 2 mg I BAP +
cloruro de 0.5 mg I 2,4-D. Enraiz.: MS + ANA 0.1 %.
mercurio 0.1% por
4 min.
Tadesse Embriogénesis Embriones inmaduros | Etanol al 70% MS + tiamina HCI 1mg ™+ MS + tiamina HCI 1mg I +
etal., 2003 |somatica 12-15 dias posteriores | porl0 min. y 0.1% |Glicina 7.5mg I"* + DL-asparagina | Glicina 7.5mg I'* DL-asparagina
ala antésisy HgCl, 100mg I"*+ myoinositol 100mg " | 100mg I™* + myoinositol 100mg I
meristemo apical 20 min '+ Kinetina 0.2 mg I* + 2.5 mg I"* | '+ Kinetina 0.5 mg I
3-5 mm. 2,4-D
Boyes , 1984 |E.S Segmentos de retofio | Etanol 95% +cloro | MS + sacarosa 3 % leche de Raices:MS + sacarosa 2% ANA
Raquis—2-4 mm 20 % 15 coco 5% tiamina- HCl 0.4mg 'y [0.5mg I
Inflorescencia 10 mm 2,4-D 0.01-5.0 mg I Callo: img ! 2,4-Dy
organizacion a 0.1-0.5 mg I"*
Bhaskarany |Callo Segmento de brotes | Antifiingicos MS +2,4-D 2.5mg | 0.5-2.5 BA |[BA 2.5 mg I
Smith, 1988, de meristemos.
1989.
Vasil; 1984 | Callo Cariopsides inmaduro | Etanol 70% 30 seg | Callo: MS + 0.5- 2.5 mg ' 2,4-D|N.R

embriogénico

10-15 dias después
de la polinizacion.
(long. 1-2 mm)
inflorescencia joven

+ cloro 20% 20
min. y cloruro de
mercurio al 0.01-
0.10%

y sacarosade 2 a6 % + (ocas.
citosina 0.1 —2.5mg I'*)

+ leche de coco 5- 10% e
hidrolizado de caseina 500 mg I™*
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Eapen Callo Inflorescencia Etanol 70% MS + 2mg I"* de picloram + Planta: MS + 0.1mg/l BA, (germ
George embriogénico Inmadura 1mg I zeatina 18 %) 2iP, KN 6 Z ( germ 33 %)
(1990) de 4-8 cm. ( 2-4 mm) Enraiz:: MS + 1mg I* NAA
Eapen Callo Inflorescencia Etanol 70% Callo: MS + 2mg I de 2,4-D + Brotes: Callo nodular transferido
George embriogénico Inmadura después del corte. |0.1mg I* zeatina a MS+KN 0.1-0.5mg I
Maydica (2-3 mm) Enraiz.: MS + ANA 0.1mg I
(1988)
Lusardi Callo Embriones inmaduros | Etanol absoluto 20 | MS+ sacarosa 2% 100mg I* de |Propagacion : MS+ sacarosa 2%
Lupotto embriogénico inflorescencias seg. con cloro a minositol 2.5mg I* 2,4-Dy 0.05 |100mg |* de minositol 1mg I"*
1990 inmaduras y 13% y Tween 80 |mg I* de kinetina y leche de 2,4-D y 0.05 mg I"* de cinetina y
meristemos apicales. |con 5 enjuagues | coco. leche de coco.
de agua E.
Enraiz.: MS
Bhaskaran |Callo Segmentos de raices | 2% (v/v) Teepol MS+ 4.5- 18.1 uM 2,4-D + 5.4- Regen.: MS + 17.8 uM BAP vy
et al., 2006. |embriogénico de 0.3-0.5mm de 7 por 3 min70% 21.5 uM NAA + 5.7-22.8 uM 1AA 2.3 UM 2,4-D
dias (viv) por L min.y |y 4.9-19.7 uM IBA ' T

0.2% (w/v) cloruro

de mercurio por 10 Enraiz.: MS al 50% + 1AA 2.9-

min. 28.5 uM
Sato etal.,, |Callo Paniculas inmaduras | Etanol 70% por 1 | MS medio basico ( Casas et MS + 0.5 uM Kin + 5.7 uM AIA.
2004. embriogénico 12-16 dias después min. blanqueador |al.,1997) o N6 + 9.0 uM 2,4-D +

de la polinizacion.

comercial 10%
por 15 min.

2.3uM cinetina

Grootboom y
Kennedy
2006.

Callo
embriogenico

Embriones inmaduros

Alcohol 70 % por
5min. +
blanqueador
comercial 70%+
0.1% Tween 20
por 15 min.

MS + Vitaminas B5 + asparagina
1g I + 3.3g I'nitrato de amonio
+2g I L-prolina + 2,4-D 2 mg I'"*
+ 100 ml I'* agua de coco.

MS + Vitaminas B5 +
esparagina 1g I + 2g I L-
prolina + 2,4-D 1 mg I* + 0.5mg
I Kin. +100 ml I'* agua de coco.

Regen.: Regenerar

Enraiz.: Enraizamiento

Madur.: Maduracién

Germin.: Germinacién. N.R.: No reportado.
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Respecto al cultivo de protoplastos de sorgo existen pocos reportes:
Karunaratne y Scout, (1981) fueron los primeros en aislarlos a partir de semillas
gue tenian una semana de siembra. Brar et al.,, 1980 y Chourey y Sharpe,
(1985) estudiaron el crecimiento de protoplastos que derivaron de células en
suspension, sin embargo estos no lograron regenerar plantas completas.
Murthy y Cocking, 1988 estudio los factores que afectan las divisiones de los
protoplastos provenientes de mesofilo observando de 3 a 4 divisiones en
cultivos a los 12 dias de vida. Wei y Xu (1990) fueron los primeros en reportar
una regeneracion exitosa de plantas a partir de protoplastos aislados de callos

provenientes de inflorescencias de sorgo.

Sairam et al., 1999. Regeneraron sorgo a partir de protoplastos provenientes
del mesofilo; el tejido de la hoja es la fuente mas conveniente de protoplastos,
permite el aislamiento de un gran numero de protoplastos relativamente
uniformes, aumentd asi rendimiento de los protoplastos y la regeneracion de
plantas al investigar los efectos de la composicion del medio, la diferencias
genotipicas y las condiciones de la planta madre como la edad, temperatura y
las posicidon de la hoja en el rendimiento y regeneracion. Usaron en el cultivo de
los protoplastos el medio KM8 Kao y Michyaluk, (1975) solidificado con
1.20% agarosa +2 mg I* de 2,4-D y 0.5 mg I* ANAy para la regeneracion y
generacion de brotes, las colonias derivadas de los protoplastos se cultivaron
en MS + 0.2 mg I"* kinetina + 2 mg I* BAP solidificado con 1% agarosa e
incubados a 23 °C con un fotoperiodo de 16 h luz 8h oscuridad. Una vez
regeneradas las plantas, se transfirieron a medio MS con sales y vitaminas a
la mitad + carbén (0.3%) + 0.5 mg I* AIA. Después de 15 dias fueron
transferidas al invernadero en macetas con una proporcion de 1:1 de

vermiculita y suelos.

Las ventajas de trabajar y desarrollar protocolos exitosos para la regeneracion
de protoplastos esta dada en las oportunidades que poseen para
transformacion genética a través de la captacion directa del ADN o mediante la
electroporacion (Potrykus 1990). Ademas facilita la fusion de protoplastos para

producir hibridos soméaticos entre especies incompatibles.



El SORGO Y LA OXIDACION.

Varias investigaciones en gramineas apuntan hacia la existencia de
respuestas especificas in vitro dependiendo de los genotipos utilizados. El
sorgo no es la excepcion. Kaeppler y Pedersen en 1997 evaluaron 41
genotipos de sorgo usando inflorescencias inmaduras y lineas germinales. Sai
Kishore et al., 2006 evaluaron 24 diferentes genotipos incluyendo lineas
germinales. Casas et al.,, 1993; realizaron la evaluacion de 8 distintas
variedades de sorgo entre las cuales se encontraban algunas con un elevado y

bajo nivel de taninos.

Durante la realizacion de los experimentos se detect6 que las células de sorgo
liberan fenoles al medio de cultivo, acompafiados de productos oxidativos que
inhiben la morfogénesis y por ende el crecimiento; que se ve reflejado en una
regeneracion poco satisfactoria del sorgo. Dicho fendmeno se observé con
mayor intensidad en variedades de sorgo con elevado nivel de taninos (Cai
et al., 1987 cit. por Casas; 1993). Carvalho, (2004) realiz6 pruebas de
sustancias como el PVP o polivinilpolipirrolidona (PVPP) o el uso de agua de

coco en busqueda de disminuir la oxidacién en 10 genotipos distintos de sorgo.

Es bien sabido que todos los sorgos contienen fenoles que pueden afectar el
color, apariencia y calidad nutritiva del grano. Los componentes de los fenoles
se dividen en tres grupos: acidos fendlicos (derivados del &cido cinamico o
benzoico; encontrados en todos los sorgos y ayudan a inhibir el crecimiento de
microorganismos y dan resistencia al moho antes y después de la maduracion),
flavonoidicos y taninos. Los acidos fendlicos son acidos libres, ésteres solubles
e insolubles y estan concentrados en las capas exteriores de la semilla
(pericarpio, testa y aleurona). En el endospermo los fenoles estan
estrechamente ligados. La principal unién de acido fendlico del sorgo es el
acido ferulico (acido 3-metoxi-4-hidroxicinamico) el cual se piensa esta
asociado con las células de las paredes de los granos (Lopez, 2000). Sato et
al., 2004 se dieron a la tarea de evaluar 4 variedades de sorgo en busca de

aquella que tuviera el mejor rendimiento in vitro.
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JUSTIFICACION:

El sorgo ocupa el quinto lugar como grano cultivado en el mundo, en México es el
segundo cultivo ciclico mas importante; tiene una tolerancia mayor a la sequia,
suelos alcalinos y salinos, temperaturas extremas a comparacion con otros
cereales y su centro de origen se ubica en Africa. Lo cual lo hace una planta Unica,
que mediante el uso de las modernas técnicas biotecnologia como el CTV y
ingenieria genética (la cual permite romper las barreras genéticas del
fitomejoramiento tradicional) se pueden generar plantas transgénicas. Lo que
posibilita un sin fin de usos econdmicos y de investigacion, ya sea que la
transformacion genética del sorgo, sea para usos agricolas o ganaderos; al
conferir tolerancia a herbicidas, insectos y plagas, aumentar las propiedades
nutricionales o lograr la produccion de anticuerpos, para que funja como vacunas
comestible (que es el caso del presente trabajo) o solo como modelo para la

investigacion basica.

Sin embargo el sorgo es catalogado como el mas recalcitrante de todos los
cereales y por ende una de las plantas mas dificiles de trabajar en CTV y
transformar (Zhao, 2000). Por lo cual surge el interés de establecer protocolos
Optimos para la proliferacion y regeneracién in vitro de hibridos o variedades de
sorgo, para lo cual de deben considerar factores relevantes como (formulacion de
los medios de cultivo, RCV, tipos y edad de explantes, etc.); para lograr un buen

porcentaje de regeneracidn y su posterior conjuncidn con la ingenieria genética.

Y dado que el sorgo no es originario de México puede ser manipulado
genéticamente sin comprometer la variabilidad genética nativa como ocurre en el

caso del maiz, cuyo centro de origen se encuentra en nuestro pais.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer los protocolos para la regeneracion in vitro de sorgo.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Determinar un método de desinfeccion de las semillas de sorgo para el
establecimiento de cultivos in vitro asépticos.

o Determinar los mejores medios de cultivo en cuanto a componentes
organicos e inorganicos Yy reguladores de crecimiento para una Optima
induccioén, proliferacion y regeneraciéon de sorgo.

« Seleccionar el mejor explante para lograr la regeneracion in vitro de sorgo.

o Determinar los antioxidantes y la concentracion de éstos para evitar la

oxidacion de los explantes usados.

HIPOTESIS: Si la regeneracion del sorgo estd modulada por reguladores de
crecimiento, por el explante y su edad fisiolégica, por lo tanto es factible la
obtencién de plantas regeneradas mediante las dos vias conocida (embriogénesis
y organogénesis). Esperando que la organogénesis sed mas estable que la
embriogénesis; logrando con ello superar la alta recalcitrancia del sorgo reportada

por distintos autores.
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MATERIALES Y METODOS.

Los experimentos se llevaron acabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos

Vegetales del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica, UNAM.

Ruta critica:

Seleccion de semillas para la germinacion.

1y

Establecimiento del mejor método de
desinfeccion.

4

4

Establecimiento del mejor medio de cultivo para
la induccion via organogénesis.

Establecimiento del mejor medio de cultivo para
la induccion via embriogénesis somatica.

4

4

Establecimiento del mejor medio de cultivo para
la regeneracion via organogénesis.

Establecimiento del mejor medio de cultivo para
la regeneracion via embriogénesis somatica.

4

4

Establecimiento del mejor medio de cultivo para
el enraizamiento via organogénesis.

Establecimiento del mejor medio de cultivo para
la germinacion y enraizamiento via
embriogénesis somatica.

Il

Establecimiento del mejor protocolo para el pase a suelo y aclimatizacién
de las plantulas regeneradas.
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ASPECTOS GENERALES

Material bioldgico.

Como material biolégico se utilizaron coleoptilos de varios tamarfos, de 4
distintas variedades o hibridos de sorgo:

* Variedad denominada Quetzalcoatl “sorgo de grano”.

* Hibrido DoMor (Cruza sorgo x zacate sudan) “sorgo forrajero”.

* Silo Master “sorgo forrajero”.

* Hibrido Super Sweet Il (hibrido trilineal sorgo x sorgo dulce x zacate sudan)
producido por la empresa Genek® “sorgo forrajero”.

Las semillas usadas durante el presente trabajo fueron seleccionadas con base
en el tamafo, usando solamente las mas grandes y las que no presentaran
ningun dafo fisico (picadura de insectos, rotas, etc.) con el fin de garantizar

su germinacion.

A la par se realizaron experimentos con embriones cigéticos inmaduros
(obtenidos de semillas inmaduras de una linea de grano; cultivada en el
INIFAP; Zacatepec, Morelos); y con embriones cigéticos maduros (de Super
Sweet Il y Quetzalcoatl). Los embriones tienen una longitud que va de los
0.7-1.0 mm y se encuentran dentro del escutelo la cual varia de longitud de la

mitad a dos tercios del grano y es de forma eliptica, oblonga a concova plana.

Preparacién de medios de cultivo

Todos los medios de cultivo se prepararon a partir de soluciones concentradas
100 X (ver anexo 1). Las sales minerales utilizadas fueron de los medios: MS y
Ns. A todos los medios probados se les adicion6 3 % de sacarosa, reguladores
de crecimiento (segun cada ensayo), vitaminas y aminoacidos, el pH se ajusté
a 5.7 con NaOH 1IN o HCI 1N segun fuera necesario. Los medios se
solidificaron con 0.3 % de Gellan Gum. Los medios se esterilizaron en
autoclave vertical a una temperatura de 121 ° C y a una presioén de 1.2 Kg/cm?

(17 p.s.i.) durante 18 minutos.
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En algunos casos se tuvo que adicionar antibiotico a los medios, éste se les
agrego después de que el medio fuera esterilizado y cuando tuviera una
temperatura aproximada de 40 °C, realizandolo dentro de la campana de flujo
laminar, manteniendo el medio en agitacion con ayuda de un agitador

magnético. Para posteriormente repartirlo en los frascos o cajas de cultivo.

Condiciones de incubacion

Los cultivos se mantuvieron en un cuarto de incubacion bajo dos condiciones
ambientales controladas:

Oscura: Se llevé a cabo en el cuarto oscuro de incubacién en donde
permanecieron a una temperatura de 26+2 °C.

Luminosa: Con un fotoperiodo de 16 h luz /8 h de oscuridad y una intensidad

de 29 yem/s?y bajo la misma temperatura.

Métodos de esterilizacion de semillas.

Las semillas seleccionadas previamente (2.6 g equivalentes a 100 semillas);
fueron lavadas con agua desionizada y detergente (1L de agua desionizada +
19 detergente comercial) con el fin de eliminar el fungicida con el que estaban
tratadas las semillas y la tierra de su superficie. El lavado se realizd por 20
minutos aproximadamente, haciendo cambios constantemente del agua.
Durante esta fase estuvieron en agitacion con ayuda de un agitador magnético

en vasos de precipitados con una capacidad de 500 ml.

Se probaron varios protocolos de esterilizacion y se busco el mas adecuado

para lograr el cultivo in vitro aséptico de las semillas (Tabla 3y 4).

Previamente a la utilizacion del peroxido de hidrégeno al 30 % como
desinfectante, se realizé la prueba del grado de efectividad vs. tiempo de
exposicion de semillas maduras; tomandose muestras cada cierto tiempo y

sembrandose en medio MS con antibiético para su evaluacion.
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Tabla 3: Métodos de esterilizacion desinfeccion utilizados para la germinacion

de semillas maduras de sorgo.

METODOS
Sustancias,
concentracion y I Il 11 v Y VI
tiempos
Lavado superficial \ S \ S V \
Etanol 70% (v/v) . i ) . ) )
por 1 min por 2 min por 5 min por 2 min por 4 min por 4 min
2 enjuagues dH,0
penes fh y ¢ y ¢ v ¢
estéril
NaClO, " +
Microdvn ® 60% (Vv/v) 60% (v/v) 100% (v/v) |\ 100% (v/v)| 50% (v/v) 50% (v/v)
icrodyn ~ +
Y c por 30 min | por 30 min | por 10 min | por30 min | por 10 min por 10 min
Tween 20
Enjuagues dH,O
o v v V v v v
estéril
Bactericida
Agri-mycin 500 - . ; .
(sulfat(?gemgs(,:tlrneptomicina, gl ! por 1gl ! por 291 ! por 2g| ! por
clorhidrato de oxitetracicling 55 io 20 min 20 min 20 min X X
sulfato tribasico de cobre)
2 Enjuagues dH,O
o \ N V N X X
estéril
Fungicida 1g I'* por 3g I por 3g I por 3g I por
( Benlate. Benomyl) ) ] ) ] X X
25 min 60 min 20 min 20 min
H,0,al 30%
Recambios cada 8- X X X X Por16 h Por 32h
12 h.
dH,0 estéril +
§ R v V v v v
cefotaximal50 mg |
Enjuagues dH,0
peotes T y y y y v y
estéril
Siembra en medio
con cefotaxima \ \ \ \ \ \

150 mg I"*

A: El porcentaje correspondiente v/v, tomando a la presentacién comercial como el 100%.

B: Usando 1ml por cada litro de solucion.

C: Usando 10 gotas por cada litro de solucion.
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Tabla 4. Métodos probados para la esterilizacion desinfeccion de semillas

inmaduras de sorgo, cortadas de panoja con 18 dias pos-polinizacién.

METODOS
Sustancias, concentracion
y tiempos A B c D
Lavado superficial S S S S
Etanol 70% (v/v) por 2 min por 2 min por 2 min por 2 min
Enjuagues dH,O estéril S S S N
NaClO, "+ Microdyn ® + | 8 9% (viv) por| 10% (viv) por| 20% (viv) | 50% (v/v) por
Tween 20 © 10 min 20 min por 10 min 15 min
Enjuagues dH,0 estéril S S S S
Bactericida
Agri-mycin 500 4 4 4
(sulfato de estreptomicina, 1g I por 1g I” por 2g I por
clorhidrato de oxitetraciclina y 20 min 40 min 20 min X
sulfato tribasico de cobre)
Enjuagues dH,0 estéril S S S X
Fungicida 1g I'* por 3g I por 3g I por
( Benlate, Benomyl) ) ) ) X
25 min 50 min 20 min
H,0. al 30% X X X Por 16 h
Recambios cada 8 h.
dH.0 estéril + con
cefotaxima \ \ \ \/
150 mg I
Enjuagues dH,O estéril S S S N

A: El porcentaje correspondiente v/v, tomando a la presentacion comercial como el 100%.
B: Usando 1ml por cada litro de solucion.

C: Usando 10 gotas por cada litro de solucion.

Seleccién del explante.

Las semillas maduras de los 4 hibridos ya desinfectadas fueron sembradas en
frascos gerber de 50 ml de capacidad con 30 ml de medio, colocando 30-40
semillas por frasco, el medio empleado fue el MS sin RCV adicionado con 150
mgl™ de Cefotaxima® como antibiético. Para su germinacion y/o crecimiento del
coleoptilo; se incubaron en el cuarto oscuro por un periodo de 45 h — 48 h a
una temperatura de 28°C (Figura 9).
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A la par se realizarén pruebas en donde los embriones cigoticos maduros
(obtenidos de semillas secas) o inmaduros (obtenidos de semillas inmaduras
de una panoja con 18 dias pos-polinizaciéon) fuerén disectados y sembrados en

medios de induccién para embriogénesis soméatica.

lcm

Coleoptilo

Raiz.

Fig. 9. A) Forma de siembra de las semillas para su germinacién. B) Semillas
germinadas y seleccionadas a las 48 h. C) Acercamiento del crecimiento del

coleoptilo.

Seleccion de los medios de cultivo.

Ya germinadas las semillas, se realizd la diseccion de los coleoptilos; los
cuales fueron sembrados de manera horizontal sobre el medio de cultivo con el
fin de que el area de contacto fuera lo mas amplia posible para mayor
efectividad en la respuesta. De igual manera los embriones cigoticos maduros

o inmaduros fueron sembrados (figura 10).
Se probaron diferentes medios de cultivo para la induccion de la morfogénesis

(organogénesis o embriogénesis); los medios probados se describen en las
tablas 5y 6.
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Tabla 5. Medios de induccion probados para embriogénesis somatica.

Gellan Ac. citrico +
| Sa!e$ Orgéanicos RCV pH Gum Sacar_?s AC
norganicas gl agl ascorblc?

| [1mgr
1 MS . G”(\:’i'r:;v'zsmg 4 |24D2mglt | 57 3 30 150 c/u
Vit MS Dicamba
2 MS + Glicina 2mg I 2mg I* v v v v
Cock 20 * +
Adenina 10 mg I 1
3 MS + L prolina 2g I 2,4-D 2mg | v V V \/
Cock 20+ Dicamba
4 MS Adenina 10 mg I > ma [ \/ V V \/
+ L prolina 2g I 9
Vit MS 24-D20mgl
5 Ne + Glicina 2mg I ! v v v v
Vit MS Dicamba
6 Ne + Glicina 2mg I 2mg I* v v v v
Cock 20+
Adenina 10 mg I .
7 Ns +Lprolina2g I | 24D 2mglt [ A v v v
Cock 20+
Adenina 10 mg I Dicamba
8 Ne + L prolina 2g I 2mg It v v v v
* Cock 20: Mezcla de aminoacidos y vitaminas (patente en tramite).
Tabla 6. Medios de induccion probados para organogénesis.
Ac. citrico +
Sales , Gellan Sacarosa AC'.
L Organicos RCV pH Gum 1 ascorbico
Inorgénicas 1 gl 1
gl [ 1mgl
ANA
; -1
9 MS . G”(\:/i:rt];v'zsmg a | 9o | 5.7 3 30 150 c/u
4mg It
Cock 20+
Adenina 10 mg I
10 MS + L prolina 2g I'* v v v v v
Vit MS
11 Ne + Glicina 2mg I v v v v v
Cock 20+
; -1
12 Ne Adenina 10 mg | N \ \ N N

+ L prolina 2g I'*

* Cock 20: Mezcla de aminoacidos y vitaminas (patente en tramite).
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Embriones maduros
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Fig. 10. A) Coleoptilos sembrados en medios de induccién. B) Embriones

inmaduros y C) Embriones maduros.

La incubacién de estos frascos de dividio en partes iguales; la mitad se
mantuvo en oscuridad y la otra mitad en el cuarto luminoso. Se mantuvieron
bajo dichas condiciones por 5 meses, realizando subcultivos al mismo medio
cada 25-30 dias. Durante el subcultivo se eliminaron las partes oxidadas de los

explantes o en proceso de oxidacion.
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Seleccion de antioxidantes.

A la par se probaron distintos tipos de agentes antioxidantes o absorbentes.

Debido a las evidencias presentes en la literatura que refieren al sorgo como

una especie con alto contenido de taninos y por ende propenso a la oxidacion,

cuando se estan realizando trabajos in vitro. En la tabla 7 se muestran las

concentraciones y tipos de agentes antioxidantes probados.

Tabla 7. Concentraciones y tipos de agentes antioxidantes probados.

Sales Gellan Sacarosa
Inorganicas | Organicas | RCV pH (SUIT g1 Antioxidante
Vit MS _ .
A MS + Glicina | , 24P 4| 57 3 30 Pirogalol 40mg |
4 [2.0mg |
2mg |
B N N \ N N N Carbolngalt_:;uvado
PVP
© ) ) v v v v 0.5% ( 5g/1)
Ac. citrico
D v V v v V \ Ac. ascorbico
(c/u) 150mg I"*
E v v v v v v Cisteina 50 mg I
Ac. citrico
Ac. ascorbico
F v v \ \ \ \ (c/u) 100mg I
+
Cisteina 50 mg I"*
G v v v V \ N Sin antioxidante.

* Cock 20: Mezcla de aminoécidos y vitaminas (patente en tramite).

Una vez realizada la seleccion del agente antioxidante se iniciaron los

experimentos para conjuntar los resultados obtenidos, con la reduccion al 50%

de las sales inorganicas y el uso de sustancias organicas, las cuales pudieran

ser factores que conllevaran a una pronta oxidacion del explante y por ende a

la muerte del explante, ver tabla 8.
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Tabla 8. Concentraciones de sales inorganicas y uso de compuestos organicos

como reductores de oxidacién en medios de induccion.

Sal Gellan S Ac. citrico y
Inor aé(r:?cas Organicas RCV pH Gum acalr_?sa Ac. ascérbic_?
J gl? 9 (c/u)[Img |

Vit MS

| MS + Glicina 2,4D 5.7 3 30 100
1 2.0mg |

2mg |
J MS V V V V V 150
K Y2 MS v v v V N 100
L 2 MS v \ v N N 150
M N V V V v v 100
N N V V V V V 150
O | %N v v v V y 100
P Y2 Ne v \/ V v N 150

Cock 20 *+

Adenina

Q Ne 10 mg I \ \ \ \ 100
+ L prolina
2glt

R N V V V V V 150
S 2N v \/ V v N 100
T Y2Ne v v v v v 150

Etapa de regeneracion:

Una vez realizados los experimentos anteriormente presentados, se procedio a
la etapa de la regeneracion haciendo la distincion entre:

* La via embriogénica, en la cual se fue reduciendo la concentracion de
auxinas (cada subcultivo se fue reduciendo al 50% de la concentracion
anterior); adicionando 2 mg I* de kinetina durante esta etapa asi como se

cambiaron las condiciones de incubacion, de oscuridad a fotoperiodo.

* La via organogénica; la concentracion de citocininas y auxinas se redujo al
50% de la concentracién anterior en cada subcultivo hasta llegar a 0 mg I™* en
el caso de las auxinas, y a 1mg I* en citocininas. Conservando durante todas

las etapas la condicion de fotoperiodo.
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Etapa de enrazimiento:

Una vez regeneradas las plantulas por cualquiera de los métodos usados , las
plantas entre 2 y 4 cm de altura se transfirieron a medios promotores de raices
en frascos de 250 ml, con 6 cm de diametro, 10 cm de altura y con boca
(ancha) 5.5 cm de diametro. Dentro del cual se mantuvieron en incubacion

con luz por 2 meses; los medios probados aparecen detallados en la tabla 9.

Tabla 9. Medios probados para la fase de enraizamiento.

Gellan Ac. Citrico y
Sales | oanicas RCV pH | Gum |Sacarosa AC.
Inorganicas gl gl Ascorbico
(c/u) [Img I'*
Vit MS AIA0.2mg Tl
MS +Glicina 2| '+ AIB1.5 | 5.7 3 30 150
Ral ) ]
mg | mg I'*
Vit MS
Ra2 Y2 MS + Glicina ol v v 15 N
1mgl*
Vit MS
Ra3 MS +Glicina 2{24-D 1mgl* V V 30 x/
mg I
Vit MS
Ra4 %> MS + Glicina 1 X \ \ 30 \
mg I
Vit MS
Ra5 ¥ MS + Glicina} 2| ANA2mg It V N 15 N
mg I

Etapa de aclimatizacion:

Transcurridos los 2 meses de enraizamiento se paso a esta etapa Se realizaron
pruebas de mezclas de sustratos (mostrados en la tabla 10) para maximizar la

cantidad de plantas aclimatizadas.
Dichas mezclan se esterilizaron a una temperatura de 121 ° C y a una presion

de 1.2 Kg/cm? (17 p.s.i.) por 45 min previo a su utilizacién en bolsas de

polipapel dobles.
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Tabla 10. Mezclas de sustratos probados para la fase de aclimatizacion.

Componentes
M1 Tierra negra 100%
M2 Arena 40% + Agrolita 60%
M3 Tierra negra 40% +Arena 20% + Agrolita 40%

Una vez que las plantulas presentarén mas de 10 raices se tomaron medidas
para disminucién de la humedad relativa de manera paulatina, como fue el
caso de la sustitucion de la tapa de plastico del frasco por una tapa de papel

filtro de 45um de diametro.

Asi como la implementacion de un
dispositivo  (mini-invernadero)  para
asegurar una buena aclimatizacion,
dicho dispositivo consisti6 de una
estructura hecha con dos vaso

desechables de plastico translucido

unidos por su boca y en su interior una

Fig. 11. Mini invernaderos de
aclimatizacion

maceta con el sorgo en proceso de
aclimatizacion (figura 11).

En donde se mantuvieron las plantulas durante dos meses; a la semana de
haber sembrado éstas, se inicié la perforaciéon de 0.5cm de diametro en el vaso
superior. Se realizaron 3 perforaciones cada ocho dias.

El sistema de mini invernadero se mantuvo bajo observacion constante con el
fin de evitar cualquier posible factor que evitara la buena adaptacion de las
plantulas. La incubacion de los mini invernadero fue a una temperatura de 28 -
30°C. Una vez a la semana se abria el sistema. Ya perforado el vaso superior
se procedidé a sacar la maceta del mini invernadero para pasarla al invernadero.
Pasados 30 dias se trasplantaron a bolsas negras para que continuaran con su

crecimiento dentro del invernadero.
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RESULTADOS Y DISCUSION.
Métodos de esterilizacion de semillas:

Una vez probados varios métodos de esterilizacion para semillas maduras e
inmaduras (ver tabla 3 y 4), algunos de los cuales fueron tomados de la
literatura o tomando elementos basicos como son el uso de alcohol, el cual
desnaturaliza las proteinas y disuelve lipidos, dafiando las membranas
celulares bacterianas, pero no afecta a las esporas; para lo cual se emplearon
soluciones de hipoclorito de sodio (NaClO,) (blanqueador doméstico “cloralex®”
con un porcentaje del 6% de cloro activo), utilizado como agente oxidativo y
desinfectante, actu6 sobre proteinas y acidos nucleicos, oxidando grupos —SH,
ademés de atacar grupos amino, indoles y al hidroxifenol de la tirosina
eliminando hongos, bacterias y esporas (www.microbiologia.com.ar); el Tween
20 agente surfactante o hidratante, el cual actud en la disminucion de la tension
superficial, permitio la penetracion de las otras sustancias desinfectantes,
eliminando las ceras de las plantas y las membranas celulares, permitiendo un
mejor contacto de los quimicos con la superficie (George y Sherrington 1984,
Pierik 1990 y Uribe, 1998; www. wordbiolene.com/espanol/boletin/-bolet06). El
Microdyn® cuyo ingrediente activo es plata coloidal al 0.82% que son particulas
ultra finas que no se disuelven sino que permanecen suspendidas, que al
reaccionar con los grupos SH de las proteinas funcionales y estructurales de
las células bacterianas, inhiben su respiracion, misma que ocurre a través de
las membranas celulares, logrando asi matar a las bacterias

(www.microdyn.htm; www.mantra.com.ar y www.healthfraud.org).

La eficiencia de esterilizacién de cada método fue evaluada segun la siguiente

formula:

8.C
C= EE =1-C X100
N.T.S

C: Contaminacion presentada.
S.C.: Semillas contaminadas.
N.T.S.: Ndmero total de semillas sembradas.

E.E.: Porcentaje de eficiencia de esterilizacién del tratamiento.
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Para las semillas maduras los métodos arrojaron los resultados; presentados

en la tabla 11.

Tabla 11. Porcentaje de eficiencia en cada uno de los métodos probados.

Método de

esterilizacion I I 11 v V VI

Eficiencia de

esterilizacion.

Como se puede observar para las semillas maduras el método VI fue el que
presento la mejor eficiencia, seguido por el método V para detalles de

componentes de cada método ver tabla 3.

Cabe mencionar que pese al uso de métodos (I y Il) citados en trabajos previos
la eficiencia en algunos casos fue baja, esto pudiera deberse a factores no
controlables dentro de la fase experimental, como lo pudiera ser el uso de
semillas cultivadas en campo en lugar de cultivadas en invernadero asi como el
proceso de cosecha y almacenamiento, propiciando que el grado de
contaminacian fuera mayor, lo que conllevé a que los método de esterilizacion
fuera mucho mas severos para lograr resultados positivos. Siendo el caso de
los métodos V y VI en los cuales incluyeron el de uso perdxido de hidrégeno
(H202) durante periodos prolongados de tiempo (tabla 3). Resultando un
excelente agente desinfectante, al eliminar con gran éxito tanto hongos como
bacterias. Lo cual se comprobé al mantener semillas en contacto con perdxido
durante un periodo prolongado, realizando cambios cada 12 h los resultados

son presentados en la grafica 1.

Como se puede observar entre mayor fue el tiempo de exposicion de la semilla
al peroxido la eficiencia de esterilizacién aumenté; es decir son inversamente
proporcionales, el tiempo de exposicion y la contaminacion. En los casos en
donde la exposicion fué superior a 45 h el H,0, hubo dafio irreversible
provocando en el coleoptilo un estrés oxidativo superior a su tolerancia;

propiciando su muerte.
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Gréfica 1. Tiempo de exposicion a peroxido de hidrégeno al 30% vs
porcentaje de contaminacion de semillas maduras de sorgo Super Sweet .

Lo anterior se puede explicar ya que el H,0, es una molécula téxica debido a
que es un reactivo altamente oxidativo; ha sido usado como agente con
actividad antimicrobiana directa reportad6é por varios autores entre éstos, se
encuentran Lu y Higgins, 1999 quienes demostraron que el H,0, puede inhibir
el crecimiento de Cladosporium fulvum (un hongo patégeno) y que la
concentracion efectiva para matar los hongos es considerablemente menor a la
que ocasionaria la muerte celular de tejidos vegetales. Asi mismo se ha
demostrado que estas concentraciones bajas pueden inducir la expresion de
genes relacionados con la defensa e incluyendo los genes que codifican para
las catalasas, las cuales protegen a las células en contra de exceso de H0, y
asi se reduce de manera considerable la degradacion de la membrana
causada, por el estrés oxidativo (Ukuku, 2004; Morkunas et al., 2004; Neill
et al., 2002). El mismo efecto se ha tenido con bacterias tal es el caso con
Salmonella sp. la cual es inactivada en 5 min a una concentraciéon de 5% de

peroxido de hidrégeno.

Por otro lado durante las pruebas se not6 que la germinacion fué favorecida en
dichos métodos; en algunos casos la germinacion se llevd a cabo hasta con
18 h de anticipacion con respecto a las semillas que se sometieron al resto de
los métodos de esterilizacion. Lo que brinda evidencia que el H,0, también
sirvio como promotor de la germinacion; estudios realizados por Naredo et al.,

2000 con semillas de cereales y de Ken’inchi et al., 2002 con Zinnia elegans

57



proponen que el H,0, promueve la germinacion al ocasionar la descomposicion
u oxidacion de los inhibidores de la germinacion (compuestos fénolicos y
alcaloides) por ejemplo como lo son los &cidos fuméricos y cumaricos,
inhibidores de la respiracion; siendo posible que el H;0, promueva la

germinacion mas que el 0, rompiéndo la dormancia.

De igual manera sirvi6 como elemento sincronizante de la germinacion,
permitié la obtencion de coleoptilos de tallas muy similares al momento de
realizar la diseccion tuvieran tamafio homogéneo como se puede apreciar en

las figuras 12 y 13.

Fig.12. Semillas de sorgo en _ _ -
presencia de H,0, alas 33 h Fig.13. Diferentes crecimientos del

coledptilo de sorgo.

En lo concerniente a los métodos de desinfeccion probados para las semillas
inmaduras, los resultados obtenidos se muestran en la tabla 12, que presenta

el porcentaje de eficiencia de desinfeccion.

Tabla 12. Métodos probados para la desinfeccién de semillas inmadura.

Método de
esterilizacion A B C D
Eficiencia de
o 85% 90% 95% 100%
esterilizacion.

Resulté el método D con la mejor eficiencia de esterilizacion seguido por el
método C; el cual también presentd una eficiencia alta; ambos incluyeron la
utilizacion de H,O, (tabla 4).
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Seleccién de la variedad a usar.

En cuanto a los cuatro hibridos o variedades manejadas se encontraron
diferencias entre éstas, que en algunos casos son notables y de interés para
lograr el objetivo del presente trabajo; como lo fueron respuesta in vitro,
oxidacion, germinacién y color de semilla los resultados obtenidos se muestran

en la tabla 13.

La respuesta in vitro se calculé tomando en cuanta aquellos coleoptilos que
después de 1 mes en medio de induccibn para callo, respondieron

favorablemente a la desdiferenciacion celular.

Tabla 13. Caracteristicas de los 4 tipos de semillas evaluadas al primer

subcultivo.

o % respuesta | % oxidacion | % germinacion Color de

Hibrido o o L caridpside
in vitro in vitro in vitro
Quetzalcoatl 73 23 60 Ligeramente
rojizas

DoMor 71 16 20 Blancas
Silo Master 39 31 70 Semi rojizas
Super Sweet Il 65 37 90 Semi rojizas

Como se puede apreciar, el hibrido DoMor presenta cualidades favorables
como lo fueron una respuesta in vitro alta y una oxidacién més baja que el resto
de los hibridos; sin embargo el bajo porcentaje de germinacion no permitié que

fuese la variedad con la que continuardn los estudios.

Debido estos resultados se eligid el hibrido Super Sweet Il para el resto de los
trabajos experimentales y de transformacion. Ya que presentd una germinacion
alta (90%) lo que asegurdé que se contara con una cantidad mayor de
coleoptilos, a pesar de la oxidacion alta respecto al resto de los hibridos y
variedades probadas, la cual se manifesté como un oscurecimiento (negro) del

explante y del medio que lo rodeaba (figura 14).
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1cm

Fig. 14. Produccion de callo y oxidacion en:
A) Var. Quetzalcoatl B) Hibrido DoMor C) Super Sweet |I.

Con la comparacion realizada se confirmé que la coloracion de la cariopside de
la semilla es un buen indicador del contenido de fenoles que afecta el color, y
apariencia del grano siendo la principal union de acido fendlico del sorgo el
acido ferulico (acido 3-metoxi-4-hidroxicinAmico) el cual se piensa esta
asociado con las células de las paredes de los granos (Lopez, 2000). Esto
después de ver que las semillas con caridpside de tonalidades mas obscuro-
rojizas tendieron a presentar mayor porcentaje de oxidacién en comparacion a
las que presentaban apariencia mas clara. Siendo similar a lo reportado por
otros autores quienes también realizaron experimentos comparativos y
detectaron que las células de sorgo liberan fenoles al medio de -cultivo,
acompafados de productos oxidativos aumentando considerablemente en
aquellas variedades que presentaban cariopsides obscuras, cuyo contenido de
taninos - fenoles era alto (Sato et al., 2004; Kaeppler y Pedersen 1997; Casas
et al., 1993; Cai et al., 1987 cit. por Casas; 1993).

Seleccion de explantes.

En la mayoria de los trabajos publicados en los cuales se ha realiz6 cultivo in
vitro de sorgo (tabla 2), se usarén embriones maduros o inmaduros que
sirvieron de explante inicial entre los que se encuentran los realizaron por
Elkonin y Pakhomova; 2000; Able J. et al., 2001; Oldach et.al., 2001; Sato et
al., 2004; Grootboom y Kennedy 2006 los cuales en algunos casos lograron

obtener callo.
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Por su parte Tadesse et al., 2003, utilizaron panojas jovenes de 12-15 dias
posteriores a la polinizacion (embriones inmaduros), embriones de semillas
maduras y brotes. Después de su esterilizacion, los embriones inmaduros y los
brotes disectados ( 3-5 mm) se incubaron en medio inductor : MS, tiamina HCI
1mg I"*, Glicina 7.5mg I'*, D-asparagina 100mg I"*, mioinositol 100mg I"*, Kinetina
0.2 mg I, 25 mg I* 2,4-D y 30g I* de sacarosa se incubaron durante 4
semanas en oscuridad a 25+ 1°C y se selecciond el callo friable y facil de

separar. Para posteriormente llevarlo a regeneracion de plantas.

Al tratar de reproducir el uso de embriones maduros o inmaduros (cuyas
longitud oscil6 entre 0.7-1.0 mm) para generar callo durante el presente
trabajo, los resultados fuerdn poco favorables al objetivo planteado; dado que
los callos obtenidos durante los experimentos tenian una consistencia
mucilaginosa, y algunos eran demasiado friables o esponjosos, se iban
oxidando paulatinamente pese a la realizacion de los subcultivos en tiempo y
forma lo cual impidi6 lograr su regeneracion., por lo que el uso de los
embriones se desechd, debido a su respuesta in vitro tan desfavorable y a su

dificil y complejo manejo a la hora de realizar la diseccion de los mismos.

Por lo que el resto de las pruebas experimentales se realizaron con los
coleoptilos (meristemos apicales). El uso de los meristemos se ha citado en
varios trabajos previos entre los que destacan los realizados por: Mythili et al.,
1999; Harshavardhan et al., 2002; Tadesse et al., 2003.

En el 2005, Girijashankar et al., us6 meristemos apicales de plantulas con 7
dias de germinacion extrayéndolos de hipocétilos usando para estimular una
respuesta embriogénica, el medio MS, 5 uM de TDZ, 4.0 mg I'* BAP, 0.1 mg I
ANA. Us6 un medio de cultivo para la induccion de embriogénesis somatica MS
suplementado con 4 mg I BAP y 0.5 mg I'* 2,4-D. Para la germinacion de los
embriones se usé MS, 4 mg I'* BAP y 0.1 mg I'* ANA; para el crecimiento se
us6 MS, 1 mg I BAP y 0.5 mg I* AIB con subcultivos cada dos semanas en

todos los casos.
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Sai Kishore et al., 2006 usaron meristemos apicales con 3 dias de haber
surgido, con una longitud de 6 mm para la inducciéon a callo en MS, 2.5 mg I
2,4-D ycon MS, 25 mg I* 2,4-D, 1 mg I'* BAP, 1 mg I* Kin realizando la
incubacion en oscuridad a una temperatura 25 + 2°C. Para la regeneracion uso
el medio MS, 0.5 mg I'* BAP, 0.25 mg I AIB incubd con un fotoperiodo de 16 h
luz 8 h oscuridad. Se us6 el medio MS, 2.0 mg I* BAP, 0.5 mg I* 2,4-Dy 0.5
mg I TDZ e incubacion en luz a 25 + 2 °C. El medio de proliferacién consistié
en MS, 2 mg I BAP y 0.5 mg I"* 2, 4-D; para el enraizamiento se us6 MS, ANA
0.1 %. Al mismo tiempo se realizaron experimentos para la induccion directa de
brotes, se utiliz6 MS, 2 mg I* BAP, 0.5 mgI* 2,4-D.

Influencia de la longitud del coleoptilo sobre la respuesta in vitro.

A lo largo de los experimentos se observd que la longitud de los coleoptilos
tenian influencias positivas o negativas para el fin del trabajo; de tal modo se
encontr6 que entre mayor longitud tuvieran los coleptilos, la oxidacion
presentada era mayor, comparada con los de menor longitud; todos bajo las

mismas condiciones (figura 15).

Oxidacion.

Coleoptilos de 6-9mm.

Fig. 15. Comparacion entre la oxidacion producida por los coleétilos
dependiendo de la longitud del mismo.

Los coleoptilos con longitudes entre los 3-5 mm resultaron los mejores, al
presentar una oxidacién menor y una respuesta al medio de induccién mayor y
mas uniforme tanto a los medios de induccién de callo o de brotes. Este
explante también ha sido usado en otros estudios previos tal es el caso de

Mythili et al., 1999 quienes usaron apices (0.5-0.8 mm) de sorgo (Sorghum
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dimidiatum) lograron la regeneracion de plantas a través del cultivo en
suspension; para la generacion de callo embriogénico usaron el medio liquido
MS, 2.5 mg I* de 2,4-D. Mantuvieron dichos cultivos a una agitaciéon de 100
rpm bajo condiciones de oscuridad a 23 + 2°C realizaron cambio del medio
cada 3 - 4 dias. El medio liquido de regeneracion contenia MS, 0.25 mg I
kinetina y 0.25 mg I* BAP en donde se observaron varios estadios de
desarrollo; lograron una germinacién entre el 50 — 60 % y se desarrollaron
plantas con fenotipos normales. Para la posterior transferencia a medio de
crecimiento sin hormonas. Mientras que Harshavardhan et al., 2002; usaron
meristemos apicales provenientes de hipocétilo para lograr una regeneracion
Optima via embriogénesis somatica directa; mediante el MS suplementado con
5.0 uM de TDZ, 17.72 uM BAP 1.074 uM ANA obteniendo una produccion de
35 a 40 brotes por meristemo. Lograron obtener un 80% de induccion. Otra
via de regeneracion que se ha probado es la induccion de brotes mdltiples y
embriones sométicos usando MS, 17.72 uM y 2.69 uM ANA ambas vias de
regeneracion obtuvieron brotes que llevaron al enraizamiento con MS a la
mitad suplementado con 8.28 uM AIB y 1.14 uM AlA.

Seleccion de sales inorgénicas para el medio de cultivo.

En cuanto a la influencia de los distintos medios probados, se evalu6 primero el
contenido de las sales inorganicas en el medio sobre el explante madre
(coleoptilo), al momento de inducir éstos; ya sea via organogénesis o
embriogénesis (para ver composicion de los distintos medios ver tabla 5 y 6).
Los resultados obtenidos mostraron que el medio Ng acelerd la oxidaciéon del
explante, propicié con ello que el poco callo formado como respuesta a los
RCV se oxidara y se limitd su posterior proliferacion y regeneracion in vitro
como se muestra en la figura 16. Zhao et al., 2000 también observé que los
callos de las lineas P898012 y PHI391 cultivados en medio Ne, produjeron
mayor cantidad de pigmentos fendlicos y se redujeron las respuestas

embriogenica del callo.
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Oxidacion del explante y
oscurecimiento del medio.

Fig. 16. Comparacion de la oxidacion de los coleoptilos a los 25 dias de siembra
en los medios MS vy N .

La aceleracion en la oxidacion del explante se puede deber a la alta
concentracion de nitrégeno, dado que el medio Ng, posee 28 mM de KNO3 en
comparacion al MS que solo posee 19.3 mM. Lo cual coincide con el trabajo
realizado por Elkonin y Pakhomova, 2000; quienes realizaron un estudio sobre
la influencia que tiene el nitrdgeno y el fésforo en la induccion de callo de sorgo
y en la regeneracion del mismo; utilizando para dicho fin fragmentos de
paniculas jovenes y embriones inmaduros, los cuales fueron cultivados en
medios MS y Ng suplementados con L-asparagina (6.7 mM), L-prolina (17.4
mM) y diferentes concentraciones de NO73 NHY y PO*, Alas
concentraciones de NH'4; son Utiles para la formacion de proteinas y acidos
nucleicos, estrechamente relacionados con la formacién de tejidos (Jacques,
1988). Bajas concentraciones de NO’; dieron como resultado la formacion de
un callo compacto; mientras que el incremento de NO7 (39.9 — 82.4 mM)
resultd en la proliferacion de callo friable en algunos genotipos. Por su parte el
aumento de PO® ; (de 8.8 al4.2 mM) incrementé la embriogénesis somatica
(Pierik, 1990; Razdan, 2003). Se obtuvo el mejor resultado con el medio MS al
cual le redujo KNO3z a 9.9 mMy aumentd el NH;NO3 a 62.5 mM. Asi mismo
se sabe que el potasio estimula la embriogénesis, especialmente si existe la

falta de nitrégeno.

Elkonin et al., 2000 realizaron pruebas con las sales inorganicas del medio MS
y Ne Respecto a la fuente de nitrogeno, encontraron que existe una mayor
respuesta a la embriogénesis somatica al usar el medio MS coincidiendo con
los resultados reportados por Zhao et al., 2000 y con los resultados obtenidos

en el presente trabajo.
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Evaluacion de medios de induccion y regeneracion para embriogenésis

somaética.

Los explantes recién cultivados son muy sensibles, para que se logre un
proceso exitoso ya sea para la formacion de callo embriogénico o de
organogénesis. Existe una dependencia a su adaptacion in vitro ante los
cambios anatomicos y fisiologicos durante esa adaptacion y nueva

dependencia a los componentes de los medios de cultivo.

De los medios probados (ver tabla 5) los cuales contenian distintos tipos de
sales inorganicas, RCV y de compuestos organicos para la formacion de callo y
la subsecuente via de regeneracion, los mejores resultados se observaron en
los medios que contuvieran sales inorganicas del medio MS acompafiado de
una auxina fuerte, tal es el caso de la 2,4-D y con respecto a los compuestos
organicos las vitaminas R2 y el cock 20 el efecto que tuvieron fueron muy
similares y no se presentdé una diferencia significativa. Correspondiendo lo
antes mencionado a los medio denotados con el numero 1 seguido con el
medio de cultivo 3 (ver tabla 5), los cuales presentaron el porcentaje de
induccion a callo mas alto; el cual se calculé realizando el conteo de los
explante que formaron callo y dividiendolo entre el nimero total de explantes
usados para el método en cuestion. El ndmero resultante se resté a 1; por
altimo se multiplic6 por 100 para sacar el porcentaje de eficiencia. La
evaluacion se llevé a cabo en tres tiempos (a 8,15 y 30 dias) mostrandose el
promedio en la grafica 2.

Fig.17. Coleoptilos en medio de induccion a callo
embriogénico de variedad Quetzalcoatl.
A) a los 8 dias de siembra y B) alos 15 dias.
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Del mismo modo se puede constatar nuevamente la influencia de la
composicion del medio sobre la oxidacion del explante y la disminucion
paulatina de la induccién ya que la formacién de callo se vié limitada, llegando
a una progresiva oxidacion que en algunos casos provoco la muerte celular y

con ello del explante (ver figura 18).
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Gréfica 2. Comparacion entre los distintos medios de induccion a embriogénesis
(tabla 5) a partir de coleoptilos y el porcentaje de oxidacion presentada
en primer subcultivo.

En cada subcultivo se fueron eliminando las areas oxidadas del explante, sin
embargo se notd que el exceso de manipulacion resultdé perjudicial, pues
aumento el grado de oxidacion del mismo. Por lo que a la hora de realizar dicho
procedimiento se aboc6 exclusivamente a quitar las partes mas dafiadas o s6lo

los restos del explante, ver figura 19.

Reminiscencia de explante.
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Fig. 18. Callo embriogénico con areas Fig. 19. Produccion de callo
oxidadas de Super Sweet Il a los 3 meses. embriogénico los 2 mes de cultivo en

induccién, variedad Quetzalcoatl.

Oxidacion
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Es bien sabido que la formacion de callo depende de la concentracion de las
hormonas endogenas y de la concentracion de los RCV del grupo de las

auxinas en los medios de cultivo.

De manera natural las auxinas, como el AlA se encuentran en el citoplasma de
las células en forma de anion, actian de modo diverso en el crecimiento por
alargamiento celular, incrementando el contenido osmético de la célula y la
permeabilidad al agua que es transportada a las vacuolas, vesiculas del
reticulo endoplasmico o al aparato de Golgi, asi como a organelos como los
cloroplastos por medio de proteinas transportadoras (Hurtado y Merino 1994),
aumentan la sintesis de ARN, originando proteinas especificas que provocan el
aumento de la plasticidad de la pared celular, lo que trae como consecuencia
su extension y con ello un incremento por alargamiento (Alvarez, 2005; George
y Sherrington, 1984).

La generacion de callo se debe principalmente a la accion de las auxinas
fuertes exdgenas como 2,4-D, en altas concentraciones se usa para la
iniciacion de la formacion de callo, debido a que suprimen la morfogénesis y da
por resultado la rapida proliferacion de callo, por la actividad del sistema de
cascada de sefiales, el exceso de auxinas puede suprimir esta division y el
crecimiento celular (Alvarez, 2005; George y Sherrington, 1984), actuando
como ligando para activar genes que inducen la citocinesis. Aparentemente, el
2,4-D involucra un incremento sustancial en la transcripcion que puede alterar
la estructura de la cromatina, es responsable de los incrementos en la
metilacion de las citosinas del ADN. Las citosinas metiladas son consideradas
puntos calientes de mutacién, ya que la desaminacién de una 5-metil citosina
resulta en un cambio de la base de citosina a timina. Las concentraciones
auxinas naturales y sintéticas tienen una elevada correlacion con el porcentaje
de 5- metil citosina existente, las citocininas no tienen efecto en este sentido
(Hurtado y Merino 1994). La metilacion de la replicacion tardia de la
heterocromatina, resulta en eventos de ruptura cromosomica

( www.inta.gov.ar/ediciones/2004/biotec/parte3_capl).
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Es por ello que los medios que contenian 2,4-D tuvieron una exitosa induccion
de callo comparado con el Dicamba que también es una auxina pero con
menor potencia. En la mayoria de trabajos previos se ha hecho uso de esta
auxina a concentraciones relativamente parecidas. Oldach et al., 2001 usaron
MS acompafiado con 2,4-D a una concentracién de 2.5 mg I'*, 0.1mg I'* BAP;
Tadesse et al., 2003,: también usaron MS acompafiado con tiamina HCl 1mg I™*
Glicina 7.5mg I, L-asparagina 100mg I*, myoinositol 100mg I*, Kinetina
0.2 mg I', 25 mg I* 2,4-D mientras que Casas et al., 1993; usaron MS,

vitaminas Bs , asparagina 150 pg ml™, 10 % agua de coco, 2,4-D 2 pg ml ™.

Con el paso de 5 subcultivos (cada 3 semanas) el callo comenzé a presentar
apariencia de callo embriogénico con caracteristicas dependientes del hibrido o
variedad probada; como aparece en la figura 20. En alguno de éstos se
presentaban pequefias bolitas individuales parecidas a embriones en fase
globular, teniendo un cambio de intensidad que pudo ser del amarillo claro a

uno palido, ver figura 20.

Fig. 20. Callo embriogénico a los 6 meses
A) Super Sweet Il B) Variedad Quetzalcoatl.

Hipotetizando que una vez que llegaba el callo embriogénico a la fase globular
(se recomienda comprobar por medio de cortes histolégicos) y se diminuy6 a la
mitad la concentracion de las auxinas con cada subcultivo; esperando con esto
gue se originara el cambio de estadio de los posibles embriones globulares y
pasaran a torpedo o corazon; sin embargo tras varias repeticiones la eficiencia
de regeneracién no fue satisfactoria, se logroé solo una eficiencia regenerativa
del 3 %; en la figura 21 se puede observar la exitosa regeneracion de una
plantula mediante la técnica antes descrita. Reiterando la necesidad de
estudios mas detallados (a través de técnicas histolégicas), para confirmar si se

trata de callo embriogénico o no.
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En algunos otros casos (medios 2 y 4 de la tabla 5) los callos tuvieron una
consistencia esponjosa 0 mucilaginosa los cuales al disminuir la concentracion
del RCV dieron origen a raices; lo que sugiere la generacién de callos

rizogénicos como es apreciado en la figura 22.

o=

Fig. 21. Germinacién de embrién somatico Fig. 22. Callo rizogenico de sorgo a
de sorgo al reducir la concentracion de los 5 meses.
2,4-D alos 5 meses.

También se dio el caso en donde la oxidacion del explante fue total como los

callos que aparecen en la figura 23 asi como el surgimiento de callos

rizogénicos, ver la figura 24.

Raices. ‘

Fig. 23. Oxidacién total de callos Fig. 24. Produccion de callo rizogénico y oxidacion
Super Sweet Il a los 5 meses. en: A) Var. Quetzalcoatl B) Hibrido Super Sweet Il
a los 5 meses.

Algunos de los protocolos de regeneracién de sorgo, después de la induccion y
proliferacion de callo utilizaron, para inducir la regeneracion de plantas, algun
tipo de citocininas tales como la BAP o la kinetina. Como lo realizaron
Casas et al., 1993 que usaron una combinacién de 2,4-D 2 pg I'* més Kinetina
0.5 pg ml™* logrando la regeneracion de plantulas. Able et al., 2001 utilizaron
2 mg I 2,4-D para promover callo y regeneraron con 1 mg I'* AIA méas 0.5mg I
Kinetina; mientras que Oldach et al., 2001, usaron para la generacién de callo,
la combinacion de 2.5 mg I'* 2,4-D + 0.1 mg It BAP.

69



Otros autores, como Nirwan y Kothari, en el 2002 probaron un medio de cultivo
qgue consisti6 en las sales inorganicas del MS suplementado con Kinetina
9.2 pM, AIA 2.85 pM y usaron niveles variados de CuSO, (sulfato cuprico)
obtuvieron un incremento considerable cuando usaron una concentracion de
2 uM.

Able et al., 2001 usaron para la regeneracion medio MS con vitaminas del
medio Bs (Gamborg et al., 1968), 2 % azlUcar, 0.2% hidrolizado de caseina
adicionado con 1 mg I* AIA y 0.5 mg I'* Kinetina, logrado una significativa
regeneracion de plantulas.

Los resultados obtenidos durante el presente trabajo demuestraron que se
puede lograr una respuesta estable a partir de callo, con la adicion de
citocininas como kinetina o BAP a concentraciones de 2 mg Ity 1 mg I

respectivamente; como se puede observar en la figura 25.

Harshavardhan et al., 2002 realizaron las pruebas en las lineas BTX 623 y
296B y la linea popular M35-1 promovieron la formacion de embriogénesis
somatica en el medio MS adicionado con 17.72 uM BAP y 2.69 uM ANA; para
la germinacion y diferenciacion de los embriones somaticos usaron GAs
0.26 pM.

Fig. 25. Secuencia en la regeneracion de callo al induccir con 1 mg It de BAP.
A) a los 10 dias B) a los 20 dias y C) a los 30 dias de induccién a regeneracion.

De los resultados obtenidos se observé que hay tres posibilidades de
regeneracion (ver figura 26).
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Induccién de coleoptilos
a callo embriogénico a los

20 dias de ser sembrados.

Diversidad de callos
formados a los 3
meses de cultivo.

Adicionando
Kinetina2 mg I™*

Adicionando
BAP 1 mg I*

Disminuyendo en
cada subcultivo el

2,4-D

B

Regeneracion de plantulas
a los 4 meses de cultivo.

Regeneracion de plantulas
alos 4 meses de cultivo.

Cdmulo de plantulas a los
4 meses de cultivo.

Regeneracion de plantulas
alos 7 meses de cultivo.

a los 6 meses de cultivo. =10 l

Callo oxidado a los 6
meses de cultivo.

Callo rizogénico oxidado ‘

Germinacion de embriéon somaéatico
a los 5 meses de cultivo.

Fig. 26. Vias de regeneracion para los callos embriogénicos.
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Evaluacion de medios de induccion y regeneracién para organogeénesis.

Para valorar los medios probados (ver tabla 6) para esta etapa se calculo el
porcentaje de induccion tomando como base la respuesta de los explantes al
medio, que consisti6 en el engrosamiento de la base del coleoptilo
acompanado del surgimiento de los primeros brotes al realizar el primer
subcultivo (figura 27); en algunos casos la respuesta del explante se dié hasta

el segundo subcultivo.

Brotes en la base del &«
coleoptilo. &

;]
Ensanchamiento y formacion de
brotes en la base del coleoptilo.

Ensanchamiento de la
base del coleoptilo.

lcm

Fig. 27. Organogénesis generada al primer subcultivo (25 dias)
en el hibrido Super Sweet Il en el medio 10.

Los porcentajes de induccién en los distintos medios probados arrojaron los
resultados que se pueden observar en la grafica 3. Para los 3 hibridos
probados el medio 9 fue el que mejor resultado presento6 al registrar hasta un
86% de induccion seguido por el medio 10 que registré una induccién maxima
de 67%; la diferencia entre ambos medios so6lo fue de los compuestos
organicos. Los tratamientos con menor respuesta organogénica fueron con los
medios 11 con un porcentaje de induccién promedio del 36% y el medio 12 con

una induccion promedio de solo 31%.
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Gréfica 3. Comparacion entre la respuesta organogénica entre los hibridos
usados y los medios de induccion (tabla 6) a los 4 meses de cultivo.

La composicién de los medios de cultivo (tabla 6) para la formacion de brotes,
variaron en las concentraciones de sales minerales, especialmente en la de
nitrégeno, se sabe que las concentraciones de los minerales afectan la
capacidad morfogenética del explante, el aprovechamiento de otros
componentes y la morfologia de las estructuras. Ademas se tomaron en cuenta
factores como: vitaminas y reguladores de crecimiento ejemplo de ello son los
trabajos de Dirks y Van Buggenum, 1989; Tabei et al., 1991; Shetty et al., 1992;
Kathal et al., 1994; Leshem et al., 1994; Leshem et al., 1995; Singh et al., 1996;
Ezura et al., 1997; Liborio et al., 2001; Papadopoulou y Grumet, 2002 y Rhimi
et al., 2006.

Los resultados de la interaccion entre sustancias organicas, oxidacion y la
induccién, muestraron que la composicion del cock 20 aumentd la oxidacion
hasta en un 10% de los explantes, respecto al medio que contenian vitaminas
R2, reduciendo su respuesta organogénica. Del mismo modo se pudo constatar
un fendmeno parecido, al aumentar la oxidacion con el uso del medio Ng que a
la par conllevé a una baja respuesta organogénica del explante, ver gréfica 4;
gue dependiendo del medio probado el promedio de oxidacién fue calculado en
un 50%.
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Gréfica 4. Respuesta de oxidacion promedio de los tres genotipos de sorgos en los
medios de induccidn probados (tabla 6) a los 60 dias de haberse iniciado el cultivo.

El surgimiento de brotes se dié en presencia de una alta concentraciéon de
citocininas las cuales suplementadas con una minima concentracion de
auxinas permitieron el origen de los brotes. Las citocininas promueven la
division y expansion celular y  tienen un papel fundamental en la
organogeénesis, ya que pueden inducir la morfogénesis, asi como el crecimiento
de yemas, tejidos in vitro de callo, hojas, cotiledones y tallo, ademas de inhibir
el crecimiento de las raices (Segura, 2000; Alvarez, 2005 y George Yy
Sherrington, 1984). Dichos procesos morfogenéticos pueden estar controlados
por mecanismos mas complejos, estos mecanismos se pueden ver favorecidos
por otros componentes del medio tales como: los azlcares, fosfatos,
compuestos fendlicos, efectos fisicos como la luz, temperatura, consistencia
del medio, etc (Alvarez, 2005).

En la figura 28 se presentan las distintas etapas de organogénesis obtenidas
en el presente trabajo; para lo cual se usé medio MS con vitaminas R2 mas 2
mgl™* glicina, 4 mg I BAP y 0.5 mg I'* ANA (ver tabla 6); en el transcurso de 4
subcultivos progresivos equivalentes a 13 semanas. Se obtuvé una cantidad
maxima de 30 plantulas a partir de un coleoptilo; con un promedio de 18
plantulas por coleoptilo, asi por ejemplo en la figura 29 se muestra la formacion

organogénica de plantulas a partir de un coleoptilo.
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Fig. 28. Via de regeneracion organogénica de sorgo Super Sweet |l.



Plantulas
de novo

Fig. 29. Plantulas de novo formadas a partir de un coleoptilo después de
13 semanas de subcultivos con el medio 9.
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En la literatura existen trabajos como los de Harshavardhan et al., 2002;
quienes usaron meristemos apicales provenientes de hipocotilo como explantes
para lograr dos vias de regeneracion: la organogénesis y la “embriogénesis
somética”; ambas compartieron el medio de induccién que consistio en sales
MS suplementadas con 5.0 puM de TDZ més 17.72 uM BAP y 1.074 uM ANA
durante 2 semanas. Posteriormente la concentracion de TDZ y BAP se
redujeron a 3 uM y a 13.29 uM respectivamente manteniendo la concentracion
de ANA. Para la semana 3 la concentracion de TDZ y BAP se redujeron
nuevamente a 2 pM y a 8.86 pM respectivamente, el ANA mantuvo su
concentracién. Para la via organogénica se subcultivaron en medio MS
suplementado con 8.86 uM BAP mas 1 uM TDZ y 1.07 uM de ANA durante el
subcultivo nimero 3; para los dos subcultivos subsecuentes el TDZ se elimind.
Para la ruta regenerativa de embriogénesis somatica se siguieron
subcultivando en medio con 17.72 uyM BAP y 2.68 pM ANA y para la
germinacion de los embriones se us6 el medio MS con 17.72 uM BAP y
1.074 pM ANA, obteniendo una produccion de 35 a 40 brotes por meristemo
durante un periodo de 6 semanas de induccién, logrando obtener un 80% de

induccion.
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El alto ndmero de plantas regeneradas por meristemo logrado por
Harshavardhan et al., 2002 comparado con el presente trabajo pudo deberse a
las citocininas usadas: TDZ, 1.1mg It combinada con BAP 4 mg It, siendo el
TDZ la que tiene mayor fuerza que combinada con BAP, la fuerza de induccion
se incrementd; sin embargo esta sobre-estimulacion puede ocasionar
vitrificacion del explante y anormalidades en las plantas obtenidas (Herman,
1995/ cit. por Rodriguez, 2006).

Girijashankar et al., 2005; emplearon meristemos apicales de plantas con 7
dias de germinacion, que disectaron de hipocétilos y usaron para inducir
“embriogénesis somatica”, el medio MS + 5 pM de TDZ, 4.0 mg I* BAP +
0.1 mg I" ANA; las citocininas que utilizaron son las mismas que usaron
Harshavardhan et al., 2002 incluyendo su concentracion. Los subcultivos se
realizaron cada dos semanas, que es un periodo mas corto al utilizado durante
el presente trabajo; esto lo realizaron con el fin de evitar una oxidacion
excesiva, dado que al usar concentraciones tan altas de los RCV antes
mencionados la oxidacibn de los explantes tiende a aumentar

considerablemente (Hurtado y Merino 1994).

Cabe destacar que ambos trabajos utilizaron la mezcla de una alta
concentracion de citocininas de accion fuerte (TDZ y BAP) junto con una auxina
de accion mediana (ANA). El BAP y ANA son los RCV que fueron usados para
el desarrollo de la via organogénica en el presente trabajo. En el caso del BAP
la concentracion fue igual; y cambi6 solo ligeramente la concentracion del ANA,
estos RCV y la concentracion usadas no propiciaron caracteristicas
morfolégicas de vitrificacion como se observan en las fotos de los articulos

publicados por los autores antes mencionados.
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Seleccién de antioxidantes.

Como se menciond en la metodologia, simultdneamente se realizaron pruebas
de antioxiodantes o adsorbentes (tabla7). Dado que la oxidacion fue uno de los
principales problemas que se enfrentaron en el presente trabajo, debido a que
los coleoptilos cuando sufren una herida se liberan compuestos fendlicos; que
estan acumulados en grandes cantidades en las vacuolas ( Preece y Compton;
1991 y Hu y Wang ;1983 citados por Jiménez Gonzélez; 1998) y al mezclarse
con el contenido de los plastidios y otros organelos donde estdn confinadas las
polifenoloxidasas se produce un proceso de oxidacion y como aparece una
coloracion negra o marrén, tanto en el explante como en el medio de cultivo
alrededor del explante y provoca la muerte del explante. Los productos de la
oxidacion son altamente reactivos e inhiben la actividad enzimética de los
explantes Jiménez 2006; Wang, (1983), esto ocasionado por los fenoles que
son productos extremadamente labiles que se oxidan con gran facilidad. Estos
productos pueden ser fitotoxicos y a la vez incrementan los procesos de
oxidacion, ya que al oxidarse se convierten en agentes oxidantes, que inhiben

la morfogénesis y por ende el crecimiento y posterior regeneracion del sorgo.

Varias investigaciones apuntan hacia la existencia de respuestas especificas in
vitro dependiendo de los genotipos de sorgo utilizados, asi lo demuestraron
Kaeppler y Pedersen (1997) quienes evaluaron 41 genotipos de sorgo;
mientras Kishore et al., 2006 evaluaron 24 diferentes genotipos incluyendo
lineas germinales; Casas et al., 1993; realizaron la evaluacién de 8 distintas
variedades de sorgo y Sato et al., 2004 realizaron la pruebas con 4 variedades;
todos ellos en busqueda de lineas elite cuya oxidacion fuese minima. Durante
la realizacion de los experimentos se detectd que las células de sorgo liberan
fenoles al medio de cultivo, acompafiados de productos oxidativos que inhiben
la morfogénesis y por ende el crecimiento; que se ve reflejado en una
regeneracion poco satisfactoria del sorgo. Dicho fendmeno se observé con
mayor intensidad en variedades de sorgo con elevado nivel de taninos
(Cai et al., 1987 cit. por Casas; 1993).
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De los antioxidantes o adsorbentes (tabla 7) agregados al medio para probarlos
como inhibidores de la polifenoloxidasa o adsorber los agentes oxidativos
respectivamente, se obtuvieron los resultados mostrados en la gréafica 5; en
donde se muestra el porcentaje de oxidacion promedio de los explante a los 2
meses del inicio del su induccion por via embriogénica en cada uno de los

agentes antioxidantes probados.

70% Pirogalol 40mg I
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05% (5g1)
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+

50%
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oxidacion 3004
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Cisteina 50 mg 1
G| Sin antioxidante.
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A B C D E F G

Medios probados

Gréfica 5. Resultados del porcentaje de oxidacién en los distintos medios con
antioxidantes o absorbente a los 2 meses de iniciado los cultivos.

Al comparar el tratamiento control (G) con el tratamiento del medio B, se
observé que el porcentaje mas bajo de oxidacién lo tenia este Ultimo, seguido
por el medio D (tabla 7). Cuando se comparo la respuesta morfologica
(formacién de callo) entre los distintos tratamientos, se observd que en el
tratamiento con el medio B se presenté una induccién a callo nula o baja.
Dado que el medio B contenia carbon activado, el cual es un adsorbente y
posiblemente éste fue la causa, pues pudo disminuir el efecto de las auxinas

sobre el explante.

Al analizar la influencia de las sales inorganicas se observé que era necesario
una concentracion del 100% del MS para lograr una buena respuesta
organogeénica principalmente, dado que cuando la concentracién de sales se
redujeron al 50%, la cantidad de plantas generadas se veia disminuida;
demostrandolo al probar los medios mencionados en la tabla 8, resultado

mejor el medio J.
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Gréfica 6. Porcentaje de oxidacion en cada una de las variedades evaluadas
usando el medio antioxidante “D” (tabla 7) a 2 meses de su siembra.

Enraizamiento de las plantulas.

Los resultados de los distintos medios probados (tabla 9) durante esta etapa se

muestran en la tabla 14. En cada uno de los medios las raices formadas

presentaron distintas caracteristicas morfolégicas como consecuencia directa

de los tipos de RCV y de la concentracion de los mismos. El medio que

mejores resultados di6 fue el denominado Ra5 que consisti6 en sales

inorganicas MS y la fuente de carbono al 50% Yy una concentraciéon de 2 mgl™*

de ANA que promovié el desarrollo de un buen sistema radicular de las

plantulas, en el cual se observé abundancia y vigor de las raices. En la figura

30 se muestran las evidencias de lo antes descrito.

Tabla 14. Apariencia de las raices y porcentaje de induccién en los distintos

medios de cultivo evaluados a los 40 dias de inciados los cultivos.

MEDIO APARIENCIA DEL SISTEMA PORQENTAJE DE
RADICULAR INDUCCION RIZOGENICA
Ral Delgadas y abundantes 85 %
Ra2 Delgadas, abundantes y mas 87%
largas
Ra3 Deformes esponjosas y cortas en 95%
la base de las plantulas se formaba
un callo
Ra4 Delgadas y abundantes 87%
Ra5 Robustas y largas con raices 100%
secundarias
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Able et al., 2001 respecto a la
utilizacién de la auxina ANA como promotor de la rizogénesis y a la reduccion
de la concentracion de la fuente de carbono al 50%; sin embargo ellos hicieron

uso de sales inorganicas MS al 100%.

Por otra parte los resultados obtenidos coinciden con los de Nirwan y Kothari
2003 y Harshavardhan et al., 2002 conjuntaron el uso de ANA a2mg |ty el
medio MS a la mitad de su concentracion; obtuvieron un sistema radical bueno,

pese a que la concentracion de la fuente de carbono fue al 100%

Bhaskaran et al., 2006 probo las sales MS a la mitad, adicion6 AIA (2.9 - 28.5
MM) sin encontrar  diferencia significativa entre dichas concentraciones
observando la emergencia de raices a los 15 dias del cultivo; en el presente
estudio la utilizaciébn de AIA junto con AIB presentaron un porcentaje de
induccion muy parecido tanto con las sales inorganicas al 50% como al 100%.
Tal es el caso de los medios Ral y Ra2. Ademas de que dichos porcentajes de
induccion son también muy similares a los del medio Ra4 que era solamente
medio con las sales inorganicas al 50%. Dado que en la mayoria de los casos

la reduccion de la concentracion de las sales MS es suficiente para la aparicion

de raices (Constantine, 1978; Skirvin et al.,, 1980 cit. por Bhaskaran et al.,
2006).

1lcm

Fig. 30. Regeneracion de sorgo y su posterior enraizamiento. A) Callo organogénico a
los 3 meses de cultivo. B y C) Crecimiento de plantula a los 5meses de cultivo.
D) Enraizamiento de las plantulas a los 6 meses en el medio Ra5.
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Los resultados demostraron que es importante agregar al medio de
enraizamiento antioxidantes, para evitar que la oxidacién (Figura 31-A) afecte
el correcto crecimiento y desarrollo de las raices; la desiciébn de agregar
también antioxidantes en esta etapa se tom6 después de evaluar un medio
control parecido al Ra4 pero sin antioxidantes. Es por ello que todos los medios
evaluados tuvieron 150 mgl™ de &cido citrico y de ascoérbico, lo que ayudé a la

formacién de un buen sistema radicular figura 31-B;

También al probar otros materiales como sustrato tal es el caso de la agrolita
esterilizada y bafiada de medio Ra5, resulto ser una excelente alternativa para

lograr una rizogenesis de calidad como se muestra en la figura 31-C.

Fig.31. Etapas de enraizamiento de plantulas de sorgo Super Sweet Il A) Oxidacién
presentada durante la etapa de enraizamiento sin antioxidantes a los 20 dias de
cultivo. B) Sistema radicular logrado con el medio Ra5 a los 30 dias de cultivo
C) Uso de la agrolita bafiada con medio Ra5 a los 10 dias de cultivo.

Etapa de aclimatizacion.

Se sabe que las condiciones controladas en las que se realiza el cultivo in vitro
dan por resultado la formacion de plantas con anormalidades morfoldgicas,
anatomicas o fisiologicas; entre las principales causas de estas anomalias se
encuentra la humedad relativa alta que se encuentra en el cultivo in vitro.
Es necesario la realizacion de la etapa de aclimatizacién para que se realicen
paulatinamente los cambios morfolégicos y anatémicos (por ejemplo
caracteristicas epidermales, grosor de las hojas y diferenciacion en el mesdéfilo
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asi como en la cantidad y la estructura de los cloroplastos) necesarios para
gue la planta generada in vitro sobreviva a las condiciones ex-vitro

(PospiSilova et al., 1999)

Por ellos se adoptaron metodologias como el uso del papel filtro 45 um de
diametro de poro, para disminuir la humedad relativa en el interior de los
frascos que contenian las plantas ya enraizadas, como se observa en la figura
32.

Papel filtro de 45 pum.

Fig.32. Método de disminucion de humedad relativa alta
con papel filtro como tapa del envase y enraizamiento
generado a los 40 dias.

Para el buen establecimiento de las plantulas también es importante un buen
sustrato de aclimatizacion (PospiSilova et al., 1999). De las mezclas probadas
(tabla 10) la mas adecuada fue la M3 al tener propiedades de buen drenaje y
porosidad evitando con ello un exceso de humedad que pudiera pudrir las
plantas.

El sistema de mini invernadero (figura 33) resultdé atil para reducir

paulatinamente la humedad relativa y que las plantulas se adaptaran a la

humedad ambiental, de este modo se aumenté el porcentaje de sobrevivencia
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ex vitro. Para este sistema se debe tener precaucién respecto a la cantidad y
tiempo de humedad relativa alta que se requiere, dado que un exceso en
cualquiera de las dos puede tener consecuencias contraproducentes que con

llevarian a la pudricién de las plantulas.

Para evitar lo antes mencionado se realizaron perforaciones mas frecuentes y
de mayor diametro a lo planeado, se hicieron 4 perforaciones cada ocho dias y
el diametro de la perforacion fue entre 4-5 mm. La incubacion de los mini

invernadero fue a una temperatura de 28 - 30°C

Fig. 33. Plantulas de sorgo cultivadas en mini-invernaderos
Ay B) Trasplante al mini-invernadero de sorgo regenerado.
C) Incubacion de mini-invernaderos a los 20 dias.
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La mortandad mediante este sistema fue de hasta un 30%. Una vez que el
vaso superior estuvo completamente perforado se pasé a macetas mas grades

y al invernadero para su crecimiento final como se muestra en la figura 34

Fig. 34. Crecimiento de plantas ex vitro procedentes del tratamiento con el medio 9:
A) Plantas de sorgo adaptada a los 2 meses de ex vitro B) Plantas de sorgo adaptada a
los 3 meses de ex vitro crecimiento dentro del invernadero C) Plantas de sorgo adaptada
a los 5 meses de ex vitro crecimiento dentro del invernadero en una maceta mas amplia.
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CONCLUSIONES CAPITULO I:

Métodos de esterilizacion superficial de las semillas:

1.- El mejor método de desinfeccion para las semillas maduras (ver tabla 3) de

sorgo fue el método VI (ver tabla 11).

2.- Para la esterilizacion de las semillas inmaduras (ver tabla 4) el mejor

método fue el D (ver tabla 12).

3.- Se comprob6 que el peroxido de hidrogeno es un agente desinfectante
eficiente contra hongos; ademas de ser promotor de la germinacion del sorgo

(ver grafica 1).

Seleccion de hibridos de sorgo y de explantes:

4.- La respuesta in vitro del sorgo depende en gran parte de su genotipo
(ver tabla 13), dado que la existencia de lineas con alto contenido polifendlico y
de taninos impide el 6ptimo desarrollo in vitro en las etapas posteriores a su
siembra al ser mas propensos a la oxidacion (ver gréfica 6).

5.- De los tres explante probados (ver figura 10), los coleoptilos con tamarfios
entre los 3-5 mm presentaron una oxidacién menor y una respuesta al medio
de induccion mayor y méas uniforme tanto a los medio de induccién de

embriogénesis somaticay organogenesis (ver figura 15).

Seleccion de las sales inorganicas y sustancias organicas de los medios

de cultivo:
6.- El uso de las sales MS combinadas con las vit MS fueron las adecuadas

para la induccion, desarrollo y regeneraciéon de las plantulas de sorgo
(ver grafica 2y 3).
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7.- El uso de las sales Ng combinadas con el Cock 20 propiciaron
(ver figura 16) una mayor oxidacion del coleoptilo, lo que afectd
considerablemente la induccion, desarrollo y regeneracion de las plantulas

in vitro de sorgo (ver figura 23).
Seleccion de antioxidantes y concentracion de sales inorgénicas:

8.- Es posible atenuar la oxidacion del sorgo mediante antioxidantes
(ver tabla 7) como lo son el acido citrico y acido ascoérbico a la concentracion de
150 mg I"* de cada uno; de este modo fue posible el trabajo in vitro del sorgo

(ver gréfica 5).

9.- La reduccion de las sales inorganicas MS a la mitad es un factor que ayudé
a reducir la oxidacion del explante sin embargo afectdé la generacion optima de

brotes adventicios.
Seleccién de medios de induccion y regeneracion embriogenica:

10.- La mejor respuesta para la formacion de callo se logro en el tratamiento
con el medio 1 (ver grafica 2) que consistié de las sales MS adicionado con
2mg ™ de 2,4-D 2y 150 mg I"* (ver tabla 3).

11.- Para la regeneracion “germinacion de embrion” se dié una mejor respuesta
al disminuir el 2,4-D a 0.5 mg I* y adicionar Kinetina 2 mg I'* 6 bien con 2,4-D
a 0.5 mg " mas BAP 1mg I* (ver figura 25).

Seleccion de medios de induccidon y regeneracion organogénica:
12.- A través de la organogénesis se logré obtener una cantidad maxima de 30
plantulas a partir de cada coleoptilo inducido; el promedio fue de 18 plantulas

por coleoptilo. Esto se logré con el medio 9 (ver grafica 3) que consistio de

sales del medio MS adicionado con ANA 0.5 mg I™* y BAP 4 mg I"* (ver tabla 6).
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Seleccion de medios de enraizamiento:

11.- La etapa de enraizamiento se logré en el medio Ra5 que consistido en
medio MS al 50% de su concentracién adicionado con Vit MS, Glicina 2 mg I,
ANA 2 mg I'*, 150 mg I de &cido citrico y ascérbico, 15 g I* de sacarosa,

gellan gum 3.0 g I'* y un pH de 5.7 ( ver tabla 14).

Etapa de Aclimatizacion:

12.- En la etapa de aclimatizacion la mezcla de sustrato con mayor éxito fue la

denominada M3, cuyos componentes fueron: Tierra negra 40% +Arena 20% vy
Agrolita 40%.

13.- La utilizacion del mini-invernadero es una opcion para la reduccion
paulatina de la humedad relativa y lograr la aclimatizacion de las plantulas de

sorgo regeneradas in vitro (ver figura 33).
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CAPITULO Il
TRANSFORMACION GENETICA.

INTRODUCCION:

Hoy gracias a las distintas areas de la Biotecnologia, como lo es el cultivo de
tejidos vegetales y a las modernas técnicas de biologia celular y molecular que
al ser combinadas, se convierten en poderosas herramientas para
complementar el fitomejoramiento tradicional y superar las barreras del mismo,
permitiendo el acceso a un banco genético amplio a través de la transferencia
de genes con caracteristicas deseables entre dos especies sin importar su
relacion taxonémica ni filogenética, es posible introducir genes nuevos a las
especies vegetales (Alberts et al., 2002; Voet, 2004; Vasil, 2005).

Las principales areas de aplicacion para la mejora de las plantas son la
resistencia a los herbicidas, a los insectos y a las enfermedades microbianas,
asi como la mejora de la calidad de productos (aumento en la cantidad de
vitaminas, nutrientes, etc). Ademas, las plantas transgénicas son un sistema de
expresion viable y muchas veces preferible para la obtencion de productos
farmacéuticos, ya que se ha demostrado, que tienen una gran capacidad para
expresar genes provenientes de fuentes diversas como virus, hongos,
bacterias, insectos u otras especies vegetales; asi mismo son capaces de
llevar a cabo modificaciones postraduccionales complejas (ej. glucosilacion) y
producir concentraciones altas de la proteina de interés (Guerrero, 2000). Por
otra parte la produccién de proteinas recombinantes en plantas tiene ventajas
potenciales para la generacion de biofarmacos relevantes, entre las cuales se
encuentran, la disponibilidad de tecnologia para la cosecha y procesamiento de
plantas a gran escala, ademdas representan una via mas economica que la
utilizacion de sistemas industriales como los bioreactores y la fermentacion,
asimismo se elimina la necesidad de purificar la proteina recombinante cuando
el tejido de la planta es utilizado como alimento (vacunas comestibles)
(Bartolomé, 2001; Guerrero-Andrade et al., 2006, Guerrero-Andrade et al.,
2000; John, 1997; Pefia Ramirez et al., 2007 ).
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El concepto de produccion de vacunas en plantas fue introducido por
Mason et al., 1992, cuando expresaron el antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B en plantas de tabaco. Las proteinas involucradas en la respuesta
inmune pueden ser producidas a bajo costo y purificadas facilmente de los
extractos vegetales para ser inoculadas de forma parental o mejor adn, en
forma oral mediante el consumo de las partes comestibles de las plantas
transformadas. Esto ultimo puede estimular respuestas inmunes en los sitios
de entrada de muchos patégenos, facilitando el disefio de programas de
vacunacion a gran escala (Voet, 2004; Vasil, 2005).

Se ha demostrado que la presencia de antigenos especificos en plantas que
van a ser utilizados como inmundgeno oral puede provocar reacciones
inmunoldgicas comparables con las provocadas por vacunas convencionales
(Haq, et al., 1995 Guerrero-Andrade et al., 2006, Pefia Ramirez et al., 2007).

Uno de los principales métodos de control y erradicacion de la rabia y del virus
del oeste del Nilo es la inmunizacion. Existen vacunas del virus modificados y
tenuados, sin embargo aunque en general las vacunas antirrabicas son de
buena calidad, al salir de los laboratorios productores su conservacion es
dificil, especialmente por la pérdida de la cadena fria en los diferentes

territorios de nuestro pais (Landridge, 2000; Ginddings et al., 2000).

Es por esto la relevancia de elaborar una planta transgénica basada en el
modelo de zanahoria que pueda ser utilizada como inmundgeno contra virus ya
sea de la rabia o del virus del oeste del Nilo. Dado que la estabilidad que
ofrecen respecto a los esquemas de vacunacion son mayores principalmente
al no requerir una cadena fria para su transportacion y almacenamiento (Mere
y Vazquez, 2003).
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REVISION DE LITERATURA.

El mejoramiento genético inici6 hace mas de 10,000 afios; en el momento en
que el hombre comenzd la domesticacibn de las plantas para satisfacer
necesidades de consumo. Para el siglo XX, con el avance en los conocimientos
de la biologia floral, genética, estadistica y los cruzamientos sexuales se inicié
la generacion de hibridos para obtener individuos con mejores caracteristicas
(mayor rendimiento, calidad nutricional, resistencia a agentes bioticos y
abidticos). Basados solamente en la existencia de la variabilidad genética, para
los caracteres que se desean mejorar y la reproduccion sexual para la
incorporacion de factores discretos heredables (genes) todo lo anterior se basé
en los experimentos realizados por Gregor Mendel en el siglo XIX. Sin embargo
este método (fitomejoramiento) es lento y azaroso ademas de presentar las
llamadas barreras de cruzamiento, es decir una incompatibilidad genética; que
es sin lugar a dudas el factor mas limitante para el aprovechamiento de la

variabilidad genética (Vasil, 2005).

Con la finalidad de superar esta barrera se inicio la busqueda de otros métodos
entre los cuales surgié uno para la fusion de protoplastos publicado por el
grupo de Edward Cocking abriendo con ello la posibilidad de la generacién de
nuevos hibridos sin importar su relacion taxondmica; rompiendo la dificultad de

incompatibilidad sexual (Power et al., 1970; citado por Vasil, 2005).

Con la llegada en la década de 1970 de la Ingenieria Genética o técnica de
ADN recombinante (permite el acceso y manipulacion directa de la informacion
contenida en el ADN) y las técnicas de la biologia celular y molecular, dan un
salto gigantesco para la superacion de las barreras del cruzamiento, haciendo
posible la introduccion a las plantas de genes provenientes no sélo de otras
especies vegetales muy alejadas desde el punto de vista evolutivo, sino incluso
de hongos, virus, bacterias y animales. Dando como resultado una plantas

transgénicas o genéticamente modificada (Alberts et al., 2002; Voet, 2004).

101



En esa misma década los trabajos (formacién de tumores por Agrobacterium
tumefaciens) de Armin Braun (1958) se retoman en la Universidad de
Rockefeller ( E.U ) y en el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
en Francia; resultando en el descubrimiento del plasmido Ti el cual fue utilizado

como vector para transferir genes y lograr las primeras plantas transgénicas.

TRANSFORMACION GENETICA EN PLANTAS.

En 1983 se informaron los primeros experimentos de expresion de un transgen
(gen introducido) en células vegetales y al afio siguiente se obtuvieron las
primeras plantas transgénicas, tales fueron los casos de tabaco y petunia.

En 1985, Stephen Howell de la Universidad de California, San Diego y sus
colaboradores Don Helinski y Marlene DeLuca obtuvieron el gen de la
luciferasa de luciérnagas; posteriormente se realizaron protoplastos de
zanahoria. Para posteriormente desarrollar una planta de tabaco fluorescente
(Ow et al., 1986. 2000).

Desde entonces se ha extendido la aplicacion de esta tecnologia a unas 120
especies; haciendo uso de diversas técnicas de transformacion; tales como
electroporacion, microinyeccién, bombardeo con particulas y Agrobacterium
tumefaciens (Kaufman, 1995). Siendo las dos ultimas técnicas las mas usadas

actualmente. (Lindsay, 2002), dividiéndose en dos: directa e indirecta.
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Tabla Il. 1: Caracteristicas primordiales de los métodos de transformacion directa e

indirecta Diaz et al., 1998.

METODOS

COMENTARIOS

Agrobacterium

Método excelente y alta eficiencia indicada para dicotiledoneas.

Biobalistica

Usado con un amplio rango de plantas y tejidos. Sencillo y

barato pero ineficiente en obtener integraciones estables.

Vectores viricos

Actualmente no es un método efectivo de introducir ADN en

plantas.

Electroporacion,

fusién con liposomas

Solo es posible usarlo con aquellas plantas que se puedan

regenerar a partir de protoplastos.

Microinyeccion

Tiene una utilidad limitada ya que sélo se puede inyectar a una
célula en cada experimento. Requiere la intervencion de

personal altamente especializado.

Los elementos basicos

plantas son:

que se requieren para la transformacién genética de

1. Un sistema de cultivo de tejidos que permita regenerar plantas completas y

fértiles, sustentado en

vegetales.

la naturaleza totipotente de las células sométicas

2. Vectores apropiados, que permitan la clonacién del gen de interés y su

transferencia al tejido blanco de transformacion.

3. Un protocolo de transformaciéon (sistema de transferencia de genes y de

seleccion del material transformado).

4. Herramientas de analisis para detectar la presencia del transgen y los

productos del mismo en la planta ( Mejia, 2002; Svetleva et al., 2003 ; Robles,
1983; Somers et al., 2003).
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Transformacion mediante Agrobacterium

Las especies del género Agrobacterium son bacterias Gram-negativas
aerobicas obligadas que viven en el suelo. Es capaz de infectar una amplia
variedad de especies de dicotiledoneas. A. tumefaciens es la mas utilizada
para la transformacién genética de plantas, ya que produce de manera natural
los tumores o "agallas" en heridas que se originan en las plantas. Se sabe que
durante la patogénesis un fragmento de estos pladsmidos llamado T-ADN, es
transferido a la célula vegetal, donde se integra al ADN cromosomico de la
planta y cuya expresion causa proliferacion de células de la planta a través de
la sintesis y alteracién de la respuesta a hormonas vegetales (Carmine y
Monticelli, 1998; Somers et al., 2003; Jiménez, 2005). Se utilizan para la
infeccion principalmente explantes de hoja y tallos (Somers, et al., 2003).

El T-ADN esta delimitado por dos repeticiones directas imperfectas de 25 pares
de bases (bp) que lo flanquean, llamadas bordes derecho e izquierdo (Fig.lI-1).
Estos bordes son los Unicos elementos en cis necesarios para dirigir el
procesamiento del T-ADN. Cualquier fragmento de ADN ubicado entre estos

bordes puede ser transferido a la célula vegetal.

Plasmido Ti silvestre

Borde izquierdo |_| Oncogenes |_| Gen de opinas |_| Borde derecho

Plasmidoe Ti modificado.

| Borde izquierdo |—|Marcatlor seleccionable |—| Gen de interés |—| Borde derecho |

Fia. II-1. Comparacion entre T-DNA silvestre v el modificado

En general, el método con Agrobacterium es considerado mejbr que la
biobalistica ya que es mayor la frecuencia de inserciones en un solo sitio
(locus) del ADN de la planta, sin embargo hay muchas especies de plantas en
que Agrobacterium no funciona tal es el caso de las monocotiledoneas
(Somers, et al., 2003; Mejia, et al., 2002; Liu, et al., 2003).
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Bombardeo con microparticulas.

Entre las técnicas para la transformacién de células y tejidos vegetales intactos
destaca el bombardeo de particulas, que emplea microproyectiles metalicos
impulsados a altas velocidades para introducir ADN o ARN en las células
vegetales (Sanford et al., 1987; Christou et al., 1988). EI método de bombardeo
fue desarrollado por el grupo del Dr. John Sanford, el cual permite introducir ADN
a cualquier tipo de célula. El primer reporte en el que se utilizd un dispositivo de
bombardeo fue hecho en 1987, por el equipo del Dr. Sanford, quienes
introdujeron particulas de tungsteno, cubiertas con RNA del Virus de Mosaico del

Tabaco en células epidérmicas de cebolla (Allium cepa).

Este método se caracteriza por lograr la penetracion fisica de la pared celular de la
planta permitiendo la transferencia del ADN independiente a una amplia gama de
tejidos “blanco”, generando una gran ventaja sobre otros métodos de
transformacién genética. La pistola de microinyeccién (figura 1l-2) fue disefiada
para bombardear células de plantas con microproyectiles metélicos de densidad y
peso variable cubiertos de ADN (oro, tungsteno, platino). Estas particulas son
cubiertas con ADN y son bombardeadas a alta velocidad a las células intactas
penetrando la pared celular y depositando el ADN a las células vegetales por
medio de descargas eléctricas 0 gases a alta presién (Morrish, 1991). Los tejidos
blanco bombardeados, hasta la fecha incluyen polen (Twell, 1989), callos
embriogénicos (Fromm, Gordon-Kamm, Finer, Fitch, 1990), meristemos (Tomes,
1990), embriones (Taylor, 1991), hojas y células en suspensién; en todos los
casos se ha empleado la expresion transitoria de un gen para demostrar que el
ADN ha sido integrado a las células y a organelos. La integraciéon del ADN al
genoma de la planta y su transferencia a células hijas ha sido reportada para
tabaco (Tomes, 1990), soya (Christou,1989) y maiz (Fromm, Gordon, 1990,
Armstrong, 1991) entre otras; por lo que se han hecho grandes esfuerzos para la

optimizacion de este método.
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Entrada de helio a alta presion.

Porta microproyectiles
cubiertos de ADN.

Explante a bombardear.
Medidor de vacio.

Fig. II-2 Camara de bombardeo

1. Parametros involucrados en la transferencia genética.

i. Construccion del vector

Para lograr la obtencion de células transformadas se requiere de un vector que
asegure la produccion eficiente de un gen funcional producido en las células
vegetales blanco. Los vectores vegetales consisten en un cassette de expresion
gue contiene una region del promotor, un sitio de iniciacidn transcripcional, y una
porcion de la cadena 5™ no traducida del promotor de interés junto a un multilinker
sintético, seguido de una sefial de poliadenilacion. ElI multilinker con sitios de
restriccion Unicos permite la insercion de secuencias codificadas de genes
eucarioticos o procaridticos. Esta estructura permite la construccion de una
variedad de vectores con combinaciones sencillas o multiples de genes reporteros,
los cuales permiten la deteccion rapida del ADN transferido, y de genes
marcadores selectivos los cuales pueden ser empleados para distinguir por
seleccion a las células transformadas. (Wisniewski et al., 2002; Tadesse et.al.,
2003).
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ii. Genes Reporteros

La presencia del ADN en las células vegetales puede ser demostrada 24 h
después de la transformacion genética por medio de ensayos transitorios. Estos
ensayos estan basados en la expresion de genes llamados “genes reporteros” los
cuales son expresados en las células, siendo usados para demostrar la
transferencia del ADN a las células. La expresion transitoria requiere de un
producto que pueda ser rapida y facilmente monitoreado. El sistema del gen
reportero GUS descubierto por Jefferson et al., 1987 consiste en el gen gus que
codifica para la enzima B-glucoronidasa y reacciona con el sustrato X-Gluc el cual
se oxida formando una coloracion indigo, asi las células transformadas pueden ser
reconocidas por esta coloracion; siendo este sistema ampliamente utilizado en la
optimizacién de los parametros del bombardeo con microproyectiles (Klein, 1988;
Perl 1992; Charest 1993; Aragao 1993).

iii. Promotores
Existe una gran cantidad de promotores, los hay derivados de virus, bacterias y
plantas, los cuales han sido empleados para la construccién de vectores ADN de
plantas. Multiples estudios han demostrado que el promotor 35s proporciona
niveles constitutivos y elevados de expresion de genes de células de plantas, por
lo tanto, el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor se ha convertido en el
promotor mas ampliamente utilizado en estudios de transformacion de plantas. El
promotor CaMV 35S ha sido utilizado para orientar la transcripcion en
monocotileddneas y ha permitido la seleccion exitosa de callos transformados en
trigo (Vasil, 1991), maiz (Rhodes, 1988) y cebada (Fromm, 1986), asi como de
plantas transgénicas de maiz y arroz. La caracterizacion y el analisis funcional de
promotores especificos de algunos tejidos, son también importantes para el
desarrollo de cassettes genéticos, ya que proporcionaran informacion especifica
de tejidos de los genes introducidos debido a que éstos permiten sefialar la
expresion genética a los sitios en los cuales son requeridos, tales como el embrion
para la expresion de proteinas almacenadas en semillas, hojas o estomas para la

proteccion contra virus o insectos (Ver tabla 11-2).
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Tabla II-2: Promotores usados en transformacion genética de plantas.
Modificado de Diaz et al., 1998.

TIPOS DE PROMOTORES: EJEMPLOS

nos ( nopalina sintetasa de Agrobacterium)
35 S (virus del mosaico de coliflor)

Ubi ('ubiquitina de maiz )

Act 1 (actina de arroz )

Constitutivos

TA 29 (tapete de la antera de tabaco)
faseolina ( cotiledones de poroto)
Especificos de tejido TobRB 7( raiz de tabaco)

patatina ( tubérculo de papa)
glutenina ( endospermo de trigo)

Subunidad pequefia de Rubisco inducible por luz
Inducibles Alcohol deshidrogenasa-1 inducible por anaerobiosis.
Proteina de shock térmico inducible por calor.

iv. Marcadores selectivos

En la construccion de vectores para la expresion genética, ha sido empleada la
introduccion de marcadores selectivos a las células vegetales para recopilar
aguellas lineas de células que han sido transformadas. Debido a la baja
frecuencia de transformacion estable, comunmente obtenida con el bombardeo
de microproyectiles, son requeridas estrategias metabdlicas o visuales de
seleccion para la recopilacion de las transformantes. El criterio importante para
elegir un buen marcador selectivo incluye que no presente efectos adversos en
la regeneracion y fertilidad de la planta, dentro de los muchos marcadores
empleados se encuentra el gen bacterial neomicina fosofotransferasa Il
(Armstrong, 1991) que permite la seleccién de células transformadas por medio
de kanamicina y ha sido utilizado ampliamente en la seleccion de plantas de
dicotiled6neas transformadas, asi como de callos transformados aunque se
presentan muchos escapes ( Vasil, 2005; Armstrong, 1991), los cuales limitan la
eficiencia de este marcador. De igual manera se utiliza el “Basta” ( glufosinato de
amonio) que es una herbicida de amplio espectro; un acido fosfinico derivado del
glutamato, es una sustancia natural que se encuentra en bacterias el cual actia
inhibiendo la actividad de la sintetasa glutamica provocando que se inhiba por
completo el metabolismo del amonio (Nakaki et al., 2000; Matsumura
et al.,2001).
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2. Parametros que afectan la introduccion del ADN en el bombardeo

El éxito del bombardeo con microproyectiles depende de la penetracién al tejido
vegetal y de la transferencia del ADN con un dafio minimo a las células blanco,
existen muchos parametros que pueden ser modificados para optimizar ambos
factores de riesgo dentro de los cuales se encuentran el tamafio de particula y
su densidad, cantidad de ADN, distancia del tejido al plato de disparo, apertura
del plato de disparo, método de precipitacion del ADN y vacio (Mere y
Vazquez, 2003; Tadesse, 2003).

a. Tamafio de particula: estudios previos revelan que los bombardeos con
particulas de tungsteno de diametros de 0.4, 0.6, 0.7, 1.2 y 2.4 um
influencian el deposito del ADN encontrando que resultan mas eficientes
aguellos de tamafio de 1.2 um (Klein, 1988), mientras que Southgate
(1995) propone realizar el bombardeo con una mezcla de
microproyectiles de varios tamanos (0.4 — 1.2 um) para establecer una
expresion transitoria eficiente aplicado a un amplio rango de especies
vegetales y tipos de explante. La forma de la particula puede afectar
también la transformacion celular, aunque teéricamente las de forma
esférica causan un menor dafio en las células (Southgate, 1995). Hay
varios estudios que muestran preferencia hacia las particulas de oro o
de tungsteno, que son inertes biologicamente. El tungsteno puede
reaccionar con algunos tipos de células pero muestra ventajas en cuanto
a la disponibilidad de tamafios y bajo costo (Sanford, 1993; Tadesse,
2003).

b. Densidad de la particula: la eficiencia de la transformacién se ve
afectada por la concentracion de particulas en la mezcla de ADN a
bombardear, ya que una baja concentracion provoca el esparcimiento de
las particulas sobre el éarea del blanco, mientras que altas
concentraciones de microproyectiles pueden ocasionar aglomeracion al
cubrir las particulas con ADN (Southgate, 1995). Debido a su alta
densidad, las particulas de oro penetran en las capas celulares mas
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profundas, mientras que las de tungsteno no pasan a través de la capa
epidérmica del tejido de hojas, a pesar de ello su utilizacion varia
dependiendo del tipo de tejido a bombardear, tomando en cuenta la
favorable respuesta de particulas de tungsteno en estudios realizados
en maiz (Southgate, 1995).

Concentracion del ADN: la cantidad de ADN en los microproyectiles
puede afectar significativamente el nivel de agregacion de las particulas,
ya que una gran agregacion de particulas no parece ser efectiva al
momento de ser depositadas, aumentando la concentraciéon de ADN por
encima de 2 pg de ADN por miligramo de tungsteno tiene un efecto
menor en la expresion genética (Klein, 1988).

Procedimiento de precipitacion: la absorcion de ADN directamente a la
superficie del microproyectil es esencial para la integracion eficiente del
ADN, para ello son necesarios tanto espermidina como CaCl, para
conseguir una buena precipitacion del ADN en las particulas. Las
concentraciones de CaCl, y espermidina son criticas, se ha observado
qgue las concentraciones Optimas son 0.24 -1.9 M para CaCl, y 100 mM
para la espermidina (Klein, 1988). La suspension de microparticulas
debe ser sonicada para interrumpir la formacion de  particulas

agregadas (Southgate, 1995).

. Volumen de la particula: el volumen del microproyectil cargado en el
plato principal del macroproyectil de polietileno influencia el impacto en
las células. Se ha observado que esto se relaciona debido a que el
impacto de grandes volimenes han causado severas pérdidas de la

zona central del tejido blanco (Klein, 1988).

Vacio y Distancia: los parametros que influencian la velocidad de los
microproyectiles afectan su capacidad para integrarse al ADN. Se ha
observado que la cantidad de vacio suministrado a la camara de
bombardeo durante el proceso, afecta la velocidad de la particula, ya

gue aumentando el vacio desde 10 a 28 mm Hg, aumenta el ingreso del
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ADN considerablemente (Klein, 1988). La velocidad final de los
microproyectiles esta relacionada a la resistencia del aire, por lo tanto la

distancia recorrida afectara directamente a la penetracion de la célula.

Numero de bombardeos: se observo que dos o tres bombardeos de una
muestra, aumenta la cantidad de células que presentan la expresion
transitoria; por lo que resulta de gran importancia determinar el balance

adecuado para lograr una buena expresion genética evitando cuanto

sea posible el dafio al tejido.

LOS CULTIVOS TRANSGENICOS.

Los cultivos transgénicos se pueden dividir en generaciones:

La primera: cuyo objetivo es el aumento de la productividad de los cultivos, la
reduccion en el uso de agroquimicos, la conservacion de la tierra arable, el
agua y la energia, la reduccién de la contaminacion del ambiente y los

beneficios para la salud humana derivados de estos aspectos.

La segunda comprende el mejoramiento de la calidad nutricional, la eliminacion
de alergenos, la fitoremediacion y la utilizacion de plantas como bioreactores
para la expresion de proteinas recombinantes con fines tales como la
produccion de vacunas comestibles, anticuerpos y otras proteinas de uso
terapéutico o industrial. Esta aplicacion se conoce como «molecular farming»

(producciéon de moléculas en la granja) (Shah et al., 1995; John, 1997).

Sin embargo aun quedan algunos aspectos que limitan su potencial como
biorreactores tales como la calidad y homogeneidad del producto final. En los
ultimos 10 afios, se han desarrollado varios sistemas de expresion basados en
plantas y en la actualidad se producen mas de 100 proteinas recombinantes en
diferentes especies vegetales, generandose un estrecho vinculo entre la
agricultura y muchas ramas de la industria. Un ejemplo destacable es el ‘arroz
dorado’, llamado asi por la pigmentacion amarilla que tienen sus granos debido

a que acumula altos niveles de vitamina A en el endospermo ver tabla 11-3.
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La tercera generacion tiene por objeto aspectos tales como la modificacion de

la arquitectura de la planta, la manipulacion de la floracion, el mejoramiento de

la eficiencia fotosintética, la manipulacion de la heterosis y la apomixis, etc.
(Diaz et al., 1998; Bartolomé, 2001).

Tabla 11-3. Caracteres interesantes modificados por ingenieria genética en las

plantas de uso agricola. Modificado de: Bartolomé, 2001

OBJETIVOS

METODOS

Ejemplos

Mejora en lucha
contra las plagas y

malas hierbas.

Resistencia a virus, bacterias,
hongos, nemétodos e insectos.

Tolerancia a herbicidas.

soya, maiz, algoddn,
canola, girasol, arroz,
jitomate, alfalfa, apio,
cafia de azucar,
zanahoria, lechuga,

manzana, sorgo

Mejora en
propiedades

agronémicas

Mejora en la tolerancia al estrés
hidrico y a la salinidad del
terreno.

Tolerancia a las bajas
temperaturas.

soya, maiz, algodon,
uvas, arroz, tomate,
esparrago, frambuesa,
zanahoria, lechuga,
sorgo

Mejora de las
cualidades post-
cosecha

Retraso en la maduraciéon de

frutos, en senescencia de flores.

Vegetales mas dulces, con
tejidos mas resistentes o con

mayor contenido de almidén.

jitomate, papas, Kiwi

Mejoras en la

calidad nutritiva

Semillas con mayor contenido
de proteinas como lisinay
metionina.

Forrajes con alto contenido en

aminoacidos con azufre.

arroz dorado, tomate,

Otras finalidades

Vacunas comestibles.
Alimentos “vitaminados” e

hipoalergénicos.

maiz, zanahoria,

tabaco, papa, jitomate,
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TRANSFORMACION GENETICA DE LOS CEREALES.

Siendo los cereales el sustento alimenticio y nutricional de mas de la mitad del
consumo humano y al proveer aproximadamente la mitad de las calorias
consumidas (Anderson y Blechl en Brien y Henry, 2000), surge la necesidad de
implementar las nuevas tecnologias de transformacion genética para superar
las dificultades que el fitomejoramiento presentaba asi como los factores que
hacen insostenible esta situacion, tal como el aumento de la poblacién mundial
que disminuye la disponibilidad de la tierra cultivable y agota las ya disponibles.
(Vasil, 1995). Adicionalmente a esto se calcula que en el 2010 la poblacion
mundial sera de 8 billones de personas (Sharma, 2005).

El éxito para obtener protoplastos de cereales abrié las puertas para su
transformacién Los primeros cereales transgénicos se obtuvieron por
transferencia directa del ADN por medio de la electroporacion y tratamiento de
protoplastos con polietilenglicol. Estos experimentos fueron llevados a cabo en
maiz (Rhodes et al., 1988), arroz (Zhang y Wu, 1988; Shimamoto et al., 1989 )
y un pasto forrajero (Horn et al., 1988). Sin embargo el uso de protoplastos
lleva asociado consigo problemas como la necesidad de contar con personal
capacitado en varias técnicas para lograr mantener los cultivos embriogénicos
en suspension, los tiempos para lograr obtener plantas transgénicas oscilaban
entre los 12 a 18 meses, entre otras haciendo de ésta una técnica de
transformacion complicada. Hasta 1990 esta estrategia permanecié como la via

principal para transformar monocotiledoneas (Vasil, 2005).

Se intentaron transformar los cereales mediante métodos que no requirieran
cultivo de tejidos por su recalcitrancia. Entre éstos se encontraba la imbibicién
de semillas para su germinacion en ADN o Agrobacterium, uso de irradiacion o
mezcla de polen e inyeccion de ADN en las bases de floracién. Llamando la
atencion su simpleza (Ledoux and Huart, 1969; Pandey, 1978; De la Pefa et
al., 1985; Graves and Goldman, 1986; Ohta, 1986; Luo and Wu, 1988; Hess et
al., 1990; Zilberstein et al., 1994 cit. Vasil, 2005).
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Desafortunadamente dichas metodologias de transformacién fueron
desechadas dado que al realizar las pruebas moleculares y genéticas se
observé que no existia una integracion estable de los transgenes en el genoma

de las plantas y con ello no se transmitia a la progenie (Vasil, 2005).

En afos recientes, la transformacibn por medio de biobalistica y
Agrobacterium, se convirtieron en las técnicas mas utilizadas para transformar

cereales. Del mismo modo es el uso de cultivos embriogénicos de cereales.

Komari y Kubo,1999 lograron obtener arroz transgénico usando Agrobacterium
al descubrir que era factible inducir una mayor virulencia del mismo cuando en
los co-cultivos se encuentra presente la acetosiringona; lo cual posibilita la

transformacion genética de monocotiledoneas (Vasil, 2005 ).

Entre los cereales transformados se encuentran el trigo (Vasil et al., 1993; He
et al., 1994; Xia et al., 1999), el arroz ( Christou et al., 1991, Li et al., 1993; Hiei
et al., 1994), la cebada (Ritala et al., 1994; Wan y Lemaux et al., 1994), el maiz
(Gordon - Kamm et al., 1990; Hill et al., 1995; Ishida et al., 1996 Caimi et al.,
1996; Zhong et al., 1996; cit. en Brien y Henry, 2000; Jiménez, 2006; Guerrero,
1998; Guerrero 2006 ) y el sorgo entre otros.

Las monocotileddéneas siempre presentan problemas para su transformacion
debido a que son recalcitrantes para ese proceso, o mismo sucede con la
induccion de embriogénesis somética y la regeneracién, aun asi, se han
logrado buenos resultados con algunos genotipos especificos (Somers et al.,
2003).

Por los resultados obtenidos se ha propuesto que la biobalistica es una mejor

opcion para la transformacion en plantas recalcitrantes principalmente las
monocotiledéneas (Tadesse et al., 2003; Popelka et al., 2003) (Tabla 11-4).
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Tabla II-4. Comparacion entre métodos de transformacion del genoma
nuclear. Diaz et al., 1998

Caracteristicas Agrobacterium Biobalistica
. Dicotiled6neas y algunas Sin limitaciones
Especie a transformar. T
monocotiledoneas
Eficiencia de Alta Baja
transformacion
Aleatoria en regiones con Aleatoria.
Tipo de integracion en el trascripcion.
P 9 Bajo nimero de copias Multicopia en tandem
genoma vegetal. X .
independientes.
Precisa Imprecisa.
Construccion de vectores Compleja Simple
Dependencia del genotipo Mayor Menor
vegetal.

Las células transformadas por cualquiera de las dos vias de transformacion
antes mencionadas se incuban en un medio que contiene un agente selector;
gue pueden ser un herbicida o antibiético, de este modo se parte del hecho que
las células vegetales que poseen los transgenes con los genes de resistencia
al agente selectivo proliferan, mientras que las células que no lo contienen

mueren (Somers et al., 2003; Romano et al., 2003).

TRANSFORMACION GENETICA DE SORGO.

El sorgo es de los cereales, el menos trabajado respecto a las metodologias
para su transformacion genética; hasta la fecha se han obtenido limitados
trabajos publicados (Casas et al., 1993, 1997; Kononowicz et al., 1995; Rathus
et al., 1996; Zhu et al., 1998; Able et al., 2001; Rathus y Godwin, 2000). Esto
debido principalmente a las limitaciones que surgen en la etapa del cultivo de
tejidos, entre las que se encuentran la baja frecuencia de regeneracion y la
acumulacion de pigmentos fendlicos y al alto grado de dependencia genotipica.
Convirtiéndose de este modo la regeneracion de sorgo en algo
extremadamente complicado; pese a que las investigaciones de la
regeneracion in vitro datan desde la década de los 70°s del siglo pasado (Brien
y Henry, 2000).
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El primer reporte exitoso de transformacion de sorgo aparecio a principios de
los 90°s. En los ultimos afios se han publicado un gran namero de articulos en
donde se han usado diversos explantes entre los que se encuentran
inflorescencias inmaduras, embriones inmaduros y meristemos, logrando
obtener plantas transgénicas usando principalmente embriones inmaduros,

después de 10 a 12 meses de intenso trabajo, ver tabla 11-4.

Tabla lI-4: Métodos y explantes usados en la transformacion genética de sorgo

(Sticklen y Oraby, 2005.)

Explante

Método

Referencia

Resultado

Embrién inmaduro y
Brote

Biobalistica

Tadesse et al., 2003

Transformacién exitosa

Embrion inmaduro.

Agrobacterium

Zhao et al., 2000

Transformacién exitosa

Embrion inmaduro Biobalistica Zhu et al., 1998 Baja eficiencia de
transformacion
Embrién inmaduro Biobalistica, Baja eficiencia de

Agrobacterium

Jeoung et al., 2002

transformacion

Callo embriogénico /

Eficiencia de

Biobalistica Emani et al., 2002 S,
escutelo transformacién dudosa
Callo embriogénico / Biobalistica Krishnaveni et al., 2001 Baja eﬂuenqla de
escutelo transformacion
Células en | Biobalistica Hagio et al., 1991 No regeneran
suspension

Protoplastos

Electroporacion

Battraw and Hall, 1991

Transformacién exitosa
pero no regeneran

Brotes de 7 dias de
edad.

Agrobacterium

Godwin et al., 1993

Transformacién exitosa
con GUS

Hojas y callo Biobalistica Able et al., 2001 Transformacion y
regeneracion exitosa
Coleoptilos Agrobacterium Godwin y | Transformacién y

Chikwambag , 1994

regeneracion exitosa

De los dos métodos mas usados (Agrobacterium y biobalistica) a la fecha el
que ha tenido la mejor eficiencia ha sido el Agrobacterium reportandose una
tasa del 2.1% — 4.5% (Howe et al., 2006; Gao et al., 2005; Zhao et al., 2000).

Godwin y Chikwambag en 1994 lograron transformar sorgo con resistencia a
Kanamicina (500mg/L) de 250 semillas en germinacion 23 resultaron positivas

a la prueba de expresion transitoria con GUS a los 20 dias.
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En el 2000 Zhao et al., reportaron por primera vez la transformaciéon usando
embriones inmaduros estudiando varios parametros entre los que se incluyen:
concentracion del cultivo bacterial y duracion del co-cultivo para la insercion del
t-ADN en los embriones inmaduros. Usé de la cepa Agrobacterium de LBA4404
“vector superbinario” con el gen de seleccion bar empleando embriones
zigoticos inmaduros de la linea de sorgo P898012 lograron una eficiencia de

transformacioén del 2.1%.

Hagio et al. (1991) lograron transformar células en suspension de sorgo

empleando biobalistica, sin embargo no regeneraron plantas.

Casas et al., 1993 cit. en Casas et al., 1997 lograron las primeras plantas
transgénicas de sorgo mediante el bombardeo de embriones inmaduros (12- 15
dias después de la polinizacién) usando el sistema biobalistico PDS 1000/
Helio (Bio-Rad); haciendo uso de particulas de Tungsteno de 1.7 um 6 de oro
de 1.5 a 3.0 um , mostrando una eficiencia de transformacion del 0.3 %;
posteriormente lograron nuevamente resultados favorables pero ahora

haciendo uso de inflorescencias inmaduras.

Zhu et al. (1998) también reportd éxito en la transformacion de sorgo; usando
callos procedentes de embriones zigoéticos inmaduros del hibrido Tx430, los
cuales fueron bombardeados con balas de tungsteno con ADN (gen G11 del
arroz) utilizando como gen de resistencia el bar. Después de la transformacién

6 plantulas de sorgo fueron obtenidas de un total de 1100 bombardeos.

Tadesse et al., 2003; optimizé las condiciones de transformacién del sorgo
mediante la biobalistica, un gen promotor para monocotiledéneas y particulas
de oro y tungsteno con un diametro de 1.6 0 1.7 um, 50 ul microparticulas, 5ug
ADN plasmidico (1 pg pl™*), 20 ul 0.1 M de espermidina y 50ul de 2.5M de
CacCl,. Dispositivo biobalistico PDS-1000 / He (Bio-Rad) usando Helio. Probaron
varios explantes (callos embriogénicos, embriones maduros e inmaduros y
brotes) y dos distancias diferentes (6 y 12 cm) y 3 presiones (1100, 1300 y

1550 psi). Estando el embrién inmaduro a 6 cm de distancia y a 1300 psi
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fueron los paramentros que dieron los mejores resultados respecto a la
expresion transitoria. ElI Ubil resultd ser el mejor promotor, con una eficiencia
de transformacion en meristemos apicales del 0.5% y en embriones inmaduros
de 1.3%.

Girijashankar et al. (2005) reportaron exitosamente la recuperacion de plantas
transgénicas de sorgo, al realizar el bombardeo de meristemos lo cual les
ayudo6 a reducir el tiempo de regeneracion de las plantulas transgénicas;
logrando una eficiencia de transformacion del 1.5 %. Sin embargo el uso de
meristemos esta asociado a factores limitantes para la eficiente produccion
sustentable de transgénicos entre los cuales se encuentran a) Personal
capacitado para el aislamiento del meristemo, b) la realizacién de frecuentes
subcultivos y c) la posibilidad de generar plantas quiméricas.

El sorgo presenta una dependencia de su capacidad regenerativa in vitro con el
tipo de genotipo usado, estas limitaciones han sido demostradas por varios

autores, ver cuadro Il-1.

Cuadro II-1: Genotipos usados por algunos autores.

GENOTIPO USADO CAPACIDAD AUTORES
REGENERATIVA
P898012 Alta Casas et al., 1993

Kononowicz et al., 1995
Rathus et al., 1999

SA281 Alta-Mediana Rathus et al., 1999
SRN39 Alta Casas et al., 1997

Kononowicz et al., 1995
Tx430 Alta-Mediana Zhu et al., 1998

Se ha visto que el sorgo al crecer bajo condiciones poco favorables para otros
cereales y al ser utilizado como alimento es considerado como una opcién
viable para lograr plantas resistentes a estrés tanto bidtico como abiético asi
como la incorporacion de cierto valor nutricional. Siguiendo esta idea
Girijashankar et al., (2005) produjeron plantas transgénicas que sintetizaron el
gen Bt crylAc. Logrando obtener 1 — 8 ng por gramo de hoja fresca de la
proteina Bt que los protege contra la larva de Chilo partellus.
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Dado que el sorgo es un grano relativamente pobre en proteinas, Tadesse y
Jacob (2003) introdujeron el gen mutado dhdps-raecl, que regula la enzima

para la sintesis de lisina; para aumentar su produccion.

VACUNAS COMESTIBLES

Las vacunas funcionan preparando al sistema inmunoldgico rapidamente a los
agentes especificos causantes de una enfermedad antes de que puedan
multiplicarse en cantidad suficiente como para provocar sintomas, esto se
logra enfrentando al sistema inmunitario al virus o bacteria que han sido
atenuado o debilitado. El sistema inmunol6gico responde a la vacuna como si
fuera atacado por el antagonista, movilizandose para destruir al agente
extrafio, de esta manera las células registran esta informacién en su memoria
quedando alertas para defenderse en el momento en que se presente el

patdgeno causante de la enfermedad al introducirse en el organismo.

En afios recientes, gracias a la ingenieria genética varios grupos de
investigacion se encuentran desarrollado plantas transgénicas las cuales son
usadas como biofabricas con la capacidad de expresar varios compuestos
Biofarmacoldgicos; entre los cuales se encuentran plantas que expresan genes
especificos de virus y bacterias que codifican para ciertos antigenos; las
llamadas vacunas comestibles. (Landridge, 2000; Buetow y Sorban, 2000;
Ginddings et al., 2000; Daniell et al., 2001 cit. por Schuyler, 2003 ).

La idea de usar plantas comestibles para la expresion e inoculacién de vacunas
fue sugerida por Charles Arntzen y Hugh S. Mason en 1991 con miras a
solucionar las probleméticas que se presentan en los sistemas de vacunacién
cotidiana como son el alto costos de produccion y traslado (cadenas de
refrigeracion) y la necesidad de jeringas; principalmente en campafas de
vacunacion infantil en paises en desarrollo o en vacunaciones masivas en
poblaciones animales o humanas. Sustentado en el hecho de que las plantas
producen abundante biomasa, las cuales contendrian vacunas (proteinas

recombinantes) que se producirian econGmicamente en plantas transgeénicas;
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para posteriormente subministrar oralmente este material vegetal para
estimular la respuesta inmuno especifica en los individuos. Curtiss y Cadineau
en 1990 patentaron ampliamente las aplicaciones en plantas transgénicas
como vacunas Yy proporcionaron la primera evidencia de que las plantas
pueden producir proteinas antigénicas candidatas para ser vacunas (Mason
Hugh, 2002, Larrick, 2001, Mason et al., 2002, Yusibov et al., 2002)

El grupo de Mason expreso el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
en plantas de tabaco con la esperanza de encontrar posteriormente un sistema
que les permitiera el desarrollo de la vacuna oral. Reportes posteriores dan
cuenta de la expresion de un antigeno de la rabia en jitomate (Mac Garvey et al.,
1995), de la obtencién de plantas transgénicas de tabaco y papa que expresan
los antigenos de la enterotoxina sensible al calor de Escherichia coli
(Haq et al .,1995) de la proteina de la capside del virus Norwalk a cargo de Mary
Estes (Colegio de medicina Baylor, 1992) descubrié en experimentos previos
que particulas virales eran resistentes a acidos, lo cual sugiere que éstos
podrian sobrevivir la digestion en el estbmago y llegar a la asociacién
intestino- tejido linfatico desencadenando la respuesta inmunolégica ( Hugh,
2002), de la expresion del antigeno de la subunidad B de la toxina del célera en
papa (Arakawa et al., 1998), de la expresion de la glicoproteina S del virus de la
gastroenteritis transmisible del cerdo en Arabidopsis thaliana y de la produccion
de plantas transgénicas de alfalfa con el antigeno de la proteina estructural VP1
del virus de la fiebre aftosa (Wigdorovitz et al., 1999). Los antigenos obtenidos
de esta manera han demostrado su inmunogenicidad en animales ya sea
mediante el suministro de los extractos vegetales (tabaco) o de los tejidos

comestibles cuando el caso lo permite (papa y alfalfa) (Guerrero, 2000).

En cuanto a la estimulacion inmunoldgica de las vacunas comestibles han
demostrado la produccion de anticuerpos tanto a nivel de mucosas como a
nivel sistémico detectandose principalmente la produccion de anticuerpos IgA e
IgG (Haqg et al.1995, Fiedler et al., 1997, Modelska et al., 1998, Ryan et al.,
2001, Yusibov et al.2002).
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Actualmente se cuenta con vacunas contenidas en alimentos como el platano,

el maiz, trigo, soya, arroz, lechuga, manzana, tabaco, tomate, Arabidopsis asi

como en alfalfa para vacunas de animales de granja. Sin embargo la cantidad

de proteina acumulada en algunos casos es pequefia (0.001- 0.3% Yu et al.,

2000 cit. por Schuyler, 2003). Sugiriendo que la dosis oral deberian ser de 10

a 100 veces mayores que la dosis inyectable para lograr una respuesta

inmunitaria comparable (Landridge, 2000; Guerrero-Andrade et al., 2006;

Arango et al., 2006; Pefia Ramirez et al., 2007 ) ver tabla II-5.

Tabla II- 5 Ejemplos de vacunas comestibles (Tregoning et al., 2004).

ORIGEN DE LA PROTEINA /
PROTEINA. PEPTIDO PLANTA INMUNOLOGIA REFERENCIA
Enterotoxina E. LT-B Cloroplasto No evaluado Kang et al.,
coli del tabaco 2003
Enterotoxina E. LT-B Maiz No evaluado Chikwamba
coli et al., 2003
Vibrio cholerae Toxina del Papa Desarrollo de Arakawa
colera sub- anticuerpos locales y et al.,1998
unidad B sistémicos.
(CT-B)
Vibrio cholerae CT-B Cloroplasto No evaluado Daniell
del tabaco et al.,2001
Virus de la Antigeno de Tabaco No evaluado Mason
hepatitis B superficie et al.,1992
hepatitis B
Virus de la Antigeno de Papa Produccién de Richter
hepatitis B superficie anticuerpos después et al.,2000
hepatitis B la ingestion (ratas)
Virus Norwalk Proteina de Tabaco Modesto incremento Mason
capside (NVCP) en IgG. et al.,1996
Virus Norwalk NVCP Papa Modesto incremento Tacket et al.,
anticuerpos 2000
Clostridium TetC Cloroplasto Produccioén de Tregoning
tetanius de tabaco anticuerpos después et al.,2003
Inmunizacién nasal
Newcastle Glucoproteina Maiz Produccién de Guerrero-
“Fr anticuerpos Andrade
et al., 2006
Proteina Ny G Tomate Produccién de Arango et al.,
Virus de la rabia anticuerpos 2006
VIH VIH-1 Tat Tomate Respuesta sirtemica Pefia Ramirez
et al., 2007
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Se ha visualizado el uso de cereales con el fin de desarrollo de vacunas

comestibles presentando las cualidades mencionadas en la tabla 11-6: (Mason,

2002).

De ahi la necesidad de contar con protocolos de transformacion exitosas de

cereales con altos contenidos proteicos como es el caso del sorgo.

Tabla 11-6. Beneficios sociales y técnicos de las vacunas comestibles.
(Sala et.al 2003.)

BENEFICIOS

CARACTERISTICAS

Subministro oral.

La pared celular de plantas, constituido esencialmente por celulosa y
azucar, proporcionando proteccion en el estomago vy libera

gradualmente el antigeno al intestino.

Uso como comida cruda,

seca o pulverizada.

Los tejidos vegetales vacinogénicos pueden ser usados como
comida cruda o alternativamente se pueden purificar las proteinas

parcial o totalmente para ser pulverizadas y encapsuladas.

No requiere cadena de

refrigeracion.

Las partes de plantas vacinogénicas o extractos de plantas pueden

ser almacenados y vendidos a temperatura ambiente.

Respuesta mucosal y

suero inmune.

Las vacunas derivadas de plantas son principalmente disefiadas para
disparar la respuesta del sistema inmune mucosal (IgA); de este
modo evitar que el patégeno entre a la superficie mucosal; esto

también provoca sueros y posibilita la respuesta citotoxica.

Eficiencia de costos.

El costo de produccion puede bajar de 100 a 1000 veces comparado

con las vacunas tradicionales.

Optimizacion del sistema

de expresion.

Las plantas pueden ser disefladas para acumular el antigeno en
compartimentos intracelulares (ej. Reticulo endoplasmico o

cloroplastos).

Facil manipulacion

genética.

Los procedimientos estdn basados en la estabilidad genética y

molecular de los protocolos; ya disponibles en paises en desarrollo.

Facil produccién a gran

escala.

Se pueden vender semillas que pueden producir una cantidad
ilimitada en un tiempo limitado; producciéon y administracién en

paises en desarrollo.

Més seguro que las

vacunas tradicionales.

Careciendo de agentes patdgenos que pueden contaminar a

mamiferos.

Ideal para el uso

veterinario

Costos de produccién y listos para administrarse como comida.
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Virus de la Rabia

La rabia es una zoonosis que se presenta como una encefalomielitis de curso
agudo que afecta a los mamiferos. En los animales, existe una forma paralitica
de los roedores y una forma furiosa en los carnivoros. Los sintomas en el

hombre pueden expresarse en las dos formas (Loza-Rubio et al., 1999).

El virus se encuentra usualmente presente en la saliva de los animales
infectados y generalmente es transmitida por la mordedura de éstos aunque no
necesariamente, ya que basta que exista una solucion de continuidad en la piel
que entre en contacto con la saliva del animal rabioso para la inoculacion
(Smith et al., 1991 cit. Mere y Vazquez, 2003).

El perro es el principal reservorio y transmisor del virus en el ciclo urbano en
México y en el resto de América Latina, el reservorio silvestre principal en
Latinoamérica es el murciélago hematéfago Desmodus rotundus, quien
transmite la rabia bovina ocasionando grandes pérdidas econémicas para la

ganaderia (Mere y Vazquez, 2003).

La velocidad con la que se manifiestan los signos y sintomas de la rabia
depende de las caracteristicas biolégicas de la cepa del virus que infecta, de la
concentracion de receptores para el virus en las células nerviosas del musculo
esquelético, de la magnitud del indculo, de la inervacion en el sitio de entrada y

de la proximidad de la lesion al Sistema Nevioso Central (SNC).

Al ser inoculado el virus por via subcutanea o intramuscular, en este caso la
mordedura, se propaga del lugar de inoculacion al (SNC) por el axoplasma de
los nervios periféricos. Una vez producida la infeccion del sistema nervioso
central, el virus se difunde en forma centrifuga a las glandulas salivales y otros
organos Y tejidos por medio de los nervios periféricos de la misma manera en
que se produce la progresion centripeda. La distribucion del virus no es
uniforme y la frecuencia de la infecciébn de diferentes érganos es variable,
aungque siempre que se aisla el virus de las glandulas salivales, se le

encontrarda en el sistema nervioso central.

El periodo de incubacion es muy variable y depende de la naturaleza del virus,

de la cantidad de virus que se inoculd y del sitio anatobmico donde ocurri6 la
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agresion, entre otras cosas. Las primeras manifestaciones generalmente
ocurren de uno a tres meses después de la agresion. Aproximadamente en el
15% de los casos puede ser mas de 3 meses y en el 1% mas de 1 afio o sélo
algunos dias. Los periodos de incubacion tienden a ser mas cortos si el punto
de contacto ha sido la cabeza, el cuello o los miembros superiores, porque el
virus alcanzara la region predilecta con mayor rapidez (llega al sistema
nervioso central principalmente a través de los troncos nerviosos,
propagandose a lo largo de los nervios) por lo que llega al sistema nervioso
central con mayor rapidez, para que de ahi el virus emigre hacia los tejidos,
pero sobre todo hacia las glandulas salivales, de donde es excretado a través
de la saliva (Wagner, 1999; Smith et al., 1991).

VIRUS DEL OESTE DEL NILO.

El virus del Oeste del Nilo (VON) fue nombrado por el distrito del Nilo Oeste de
Uganda donde el virus fue aislado por primera vez en 1937. Pertenece a la
familia Flaviviridae y al genero Flavivirus y es miembro del serogrupo de virus

de encefalitis japoneses.

Los brotes de la enfermedad del Nilo Oeste han ocurrido en Egipto, Asia, Israel,
Sudéafrica y partes de Europa y Australia. Antes de 1999, el virus del Oeste del
Nilo no se habia encontrado en los Estados Unidos. El virus puede haberse
traido a los Estados Unidos por un pajaro infectado que fue importado o emigro

desde un pais donde el virus es comun.

Se encuentra en especies multiples de mosquitos, caballos y pajaros silvestres

incluyendo cuervos.

Se extiende a los seres humanos por medio del piquete de mosquitos
infectados (principalmente de la especie Culex). Un mosquito se infecta al picar
a un pdjaro que lleva el virus. Cuando una persona es picada por un mosquito
infectado y el virus entra en la sangre de la persona, se multiplica y se extiende
a otras partes del cuerpo. Generalmente, el sistema de inmunidad del cuerpo

puede combatir el virus y prevenir que cause una enfermedad.
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La mayoria de las personas que se infectan con el virus del Oeste del Nilo no
tienen ningun sintoma o pueden experimentar una enfermedad leve tal como
una fiebre y dolor de cabeza antes de recuperarse totalmente. En algunos
individuos, particularmente en las personas mayores de 50 afios, el virus del
Oeste del Nilo puede causar una enfermedad seria, incluyendo encefalitis
(inflamacién del cerebro) o meningitis (inflamacién de las membranas que
cubren el cerebro y la médula espinal). Los sintomas varian desde una fiebre
leve, dolor de cabeza, salpullido, hinchazén de los ganglios linfaticos y
conjuntivitis (inflamacién de la membrana que reviste la superficie interna del
parpado y la superficie expuesta del 0jo) hasta el comienzo rapido de una
jagueca severa, fiebre alta, rigidez del cuello, desorientacién, debilidad en los
musculos, y coma. La infeccion del virus del Oeste del Nilo puede resultar en la
muerte de un 3 al 15 por ciento de las personas con las formas severas de la

enfermedad.

En afos reciente se han realizado estudios con anticuerpos para el VON en

toda la republica mexicana y los resultados se pueden apreciar en la figura II-3.

T 7
Hd .
Y 'r"‘? T @ ESTADOS HEGATIVOS.
Lo 7. Durango.
O\ 8. San Luis Potosi.
3 “\\.\- 9. Jalisco.
o "1 10. Distrite Federal.
"“\\“‘. ""I-:Lr_ 11. Guerrero.
I 12. Puebla
N ')L M‘] 13. Oaxaca
R T 14, Chiapas

. ESTADOS POSITIVOS,
1. Chihuahua
2. Coahila
3. Tamaulipas
4. Veracruz
5. Tabasco
6. Yucatan

Fig. I1.3. El mapa nuestra los resultados del muestreo con anticuerpos
para el virus VON llevado acabo en equinos en el 2002.
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JUSTIFICACION:

El sorgo una planta Unica, que mediante el uso de las modernas técnicas
biotecnologia como el CTV y ingenieria posibilita un sin fin de usos econémicos
y de investigacion, ya sea que la transformacién genética del sorgo, sea para
usos agricolas o ganaderos; al conferir tolerancia a herbicidas, insectos y
plagas, aumentar las propiedades nutricionales o lograr la produccién de
anticuerpos, para que funja como vacunas comestible; que es el caso del
presente trabajo en este caso usando la proteina G del virus de la rabia y la
glicoproteina E del VON.

Por lo cual surge el interés de establecer protocolos Optimos para su
transformacion via biobalistica; especialmente usando camara de baja presion,
dado que los trabajos publicados hasta en momento utilizan camaras de alta

presion lo que ocasiona que el costo por bombardeo se eleve.
Para la obtencibn de estos protocolos es necesario estandarizacién de

parametros tanto fisicos como biologicos al momento de realizar la

transformacion.
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HIPOTESIS.

Si las condiciones de distancia, tamafio de bala y tipo de explante son
adecuados para la integracion del ADN foraneo en el ADN cromosomico de la
planta, se pueden obtener plantas transgénicas de sorgo mediante el uso del
método de biobalistica.

OBJETIVO GENERAL.
Establecer las condiciones de bombardeo de explantes, éptimas para la
obtencién de plantas de sorgo transgénico.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Establecer las concentraciones de tolerancia del sorgo Super Sweet 1I® al
herbicida Basta® para que éste funja como agente de seleccién después del

bombardeo.

2.- Establecer los parametros o6ptimos del bombardeo de sorgo Super Sweet
II®, realizando pruebas de tamafio de bala y de distancia entre el explante y el

filtro.
3.- Determinar el mejor explante para llevar a cabo la transformacion genética.

4.- Realizar pruebas de expresion transitoria del gus mediante el ensayo

histoquimico en los explantes bombardeados.

5.- Realizar la seleccion y regeneracion de plantulas de sorgo resistentes al

Basta®™

6.- Realizar pruebas de expresiéon transitoria del gus mediante el ensayo
histoquimico en las plantulas regeneradas resistentes al agente de seleccion

Basta®.
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MATERIALES Y METODOS.

RUTA CRITICA.
Determinar la Pruebas de bombardeo de
concentracién a BASTA. coleoptilos ajustando tamafio de

balas de tungsteno y distancias.

. y Bombardeo de

o Diseccion de ‘ coleoptilos con el

Germinacion de coleoptilos y siembra plasmido de interés.
semillas. en cajas petri.

| 1
| |
| |
L
A 7
N
C Prueba de
Regeneracion de plantas . ., -
g transformadgs Proliferacion de explantes Expresion
en medio de seleccién transformados en medio transitoria a
: de seleccién las 48 h

Prueba de expresion Enraizamiento de
permanente plantulas
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MATERIAL BIOLOGICO.
Semillas de hibrido Super Sweet 1I®
PLASMIDOS O CASSETTES.

* Para la proteina G del virus de la rabia el plasmido pCAMBIA 2301 con el gen
de seleccién bar y el gen para expresion transitoria.

Gen G

p 35S Bar Ter 35S

Diagrama 1: Cassett de la proteina G del virus de la rabia.

-[l]-[ ]—<|H - -
| |

Ter 35S Bar CaMV35S CaMV35S GUS TERNOS

Diagrama 2: Cassett de pCambia 2301.

* Para la glicoproteina E del virus del oeste del nilo.

Nhe (4700)
EcoR | (1874
Puc | 8(|VICS) Nco | Pml 1 (4723)
Hind 111 (2687) BUE Il
Gen bar ‘ ‘
T l ] s N\ ; [— [; ‘
CaM 35S promotor Lac Zalpha  Gus first exon Nos poly-A

CaM 35S promotor

Diagrama 3: Cassett de VON.
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Las construccion de los casettes se realizd en el Laboratorio de Plantas
Tropicales y Salud Humana del Departamento de Ingenieria Genética del
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
Unidad Irapuato y proporcionados por el Dr. Miguel Angel Gémez Lim.

La proteina G del virus de la rabia es la responsable de la induccién de los
anticuerpos neutralizantes y de la estimulacion de los linfocitos T cooperadores
y citotoxicos en el hospedero.

SELECCION DE LA CONCENTRACION DEL HERBICIDA BASTA®

Il ® mediante el

Una vez esterilizadas las semillas de sorgo Super Sweet
método IV (ver tabla 3, capitulo I) fueron sembradas para su germinacién 48 h
previamente para proceder con la diseccion de los coleoptilos (3-5mm), los
cuales fueron sembrados en el medio N° 9 (ver tabla 6, capitulo 1) modificado
(9M) el cual contenia distintas concentraciones de Basta® ( 0, 0.5 ,1, 2, 3
mg I'"); las cuales fueron adicionadas a dicho medio después de ser
esterilizados en la campana de flujo laminar; las diferentes concentraciones se
adicionaron al medio de cultivo ( en agitaciébn) cuando éste tuvo una
temperatura de 40°C y se procedid a servirse en frascos previamente

esterilizados.

Una vez sembrados los coleoptilos en los medios con las diferentes
concentraciones de Basta®, se procedié a su incubacién en fotoperiodo a una
temperatura de 25 + 2°C. Los subcultivos se realizaron cada 3 semanas en los

mismos medios.

Esta prueba se realiz6 por duplicado. Con una diferencia de un mes entre cada

experimento.
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ESTABLECIMIENTO DE PARAMETROS PARA EL BOMBARDEO DE SORGO
SUPER SWEET 1I®, REALIZANDO PRUEBAS DE TIPO DE EXPLANTE,
TAMANO DE BALA Y DISTANCIA ENTRE EL EXPLANTE Y EL FILTRO.

A cajas Petri de plastico estériles (60 X 15 mm) se agregaron 20 ml del medio

n° 9; aumentando la concentracién de Gellan® a3.5g L™

Ocho horas antes del bombardeo, en cada caja se sembraron de 15 a 20
coleoptilos colocados paralelamente entre ellos, en el caso de callos se usaron
los inducidos 2 meses previamente. En ambos casos de colocaron los

explantes en el centro de la caja ocupando un area aproximada de 1 cm?,

La preparacion de las particulas de tungsteno para el bombardeo se realiz6
segun Guerrero, (1998); Jiménez, (2006).

e Se pesaron 60 mg de particulas de tungsteno de 0.4 um de diametro
(M5) colocandose en un tubo de centrifuga de 15 ml. También se
preparé de misma forma particulas de tungsteno de 0.7 um de didmetro
(M10). A ambos tamafios se les afadio 2 ml de acido nitrico (HNO3)
0.1 M y se sonico en hielo durante 20 minutos para cada uno.

e Posteriormente se elimind el acido nitrico agregandose 1ml de agua
desionizada estéril; la muestra se transfiri6 a un tubo de 2ml de
capacidad y se sonic6 brevemente en ambas soluciones.

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

e EIl agua se elimind, se agregé 1 ml de etanol absoluto y se sonico
brevemente.

e Se centrifugaron las microparticulas de 10 a 30 segundos a una
velocidad de 10,000 rpm.

e El etanol se eliming, se agregé 1 ml de agua desionizada estéril y se
sonico brevemente.

e Se colocaron 200 ul de la suspension en tubos eppendorf.

e Después, se afiadieron 750 pl de agua desionizada estéril a cada tubo.

e Los tubos se almacenarona—-20°C.
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PREPARACION DE LAS PARTICULAS CON EL ADN PARA EL BOMBARDEO
(Klein et al., 1988 )

En un tubo eppendorff se depositaron 50 ul de particulas (M5 6 M10 segun
fuese el caso) las cuales se mantuvieron en agitacion constante.
Posteriormente se les agregd 5 ul (ug/ul) de ADN; constituido por: 4.5 ul de
plasmido de interés mas 0.5 yl de Pcambia 2301 (vector) colocandolo en la
pared del tubo.

Al igual que el ADN, se colocé la gota de 50 pl de cloruro de calcio (CaCly)
2.5 M en la pared del tubo al lado de la gota del ADN.

Se coloco junto a las dos gotas anteriores la gota correspondiente a 20 ul de
espermidina (0.1 M) y se procedié a juntar con ayuda de la micropipeta las 3
gotas y juntarlas con las particulas; con ayuda del vortex se agitaron 5 seg. Por
ultimo se centrifugé por 5 seg. y se tomaron 100 pl del sobrenadante y se
desecharon; Los 25 ul restantes se resuspendieron. Se utilizo para 5 disparos,
disponiéndo para cada uno 5 ul. La mezclas tuvieron equimolares (9:1) de los

plasmidos.

Para la transformacion mediante biobalistica se utiliz6 una camara de baja
presién con una presion de helio de 120 psi y un vacio de -20 a -22 in de Hg.
(Figura l1-4)

Fig. 11-4. Cadmara de
bombardeo de baja presion.
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Las pruebas se realizaron con los dos tamafos de las particulas de tungsteno

(5M vy 10 M)y a 2 distancia (7.5 cm y 13 cm) entre filtro y el explante.

Después de haber realizado el bombardeo de 60 cajas petri éstas fueron
selladas con vitafilm. Se realizaron 10 repeticiones de controles positivos (+)
los cuales fueron bombardeados con particulas sin material genético y 10
repeticiones de controles negativos (-) los cuales no fueron bombardeados, las
40 cajas restantes se bombardearon con los genes de interés. Se mantuvieron

en incubaci6n a temperatura de 25 + 2 °C a 16 h luz/8 h oscuridad.

PRUEBA DE EXPRESION TRANSITORIA DEL GUS MEDIANTE EL ENSAYO
HISTOQUIMICO EN LOS EXPLANTES BOMBARDEADOS.

A las 48 h se procedié a realizar la expresion transitoria, para lo cual se
seleccionaron al azar 4 explantes bombardeados asi como los explantes que

sirvieron de controles.

La prueba de expresion transitoria se realizé de la siguiente manera (Jefferson,
et al., 1987 cit. Por Jiménez 2006):

e Los explantes se colocaron en una caja de muestra de ELISA
desechable (10 X 10 mm), a cada pozo se le agregd 5 ml de solucién de
X-gluc ( ver anexo 2) y se incubaron a 25 + 2 ° C por un periodo de 48 h.

e Se desecho esta solucién y se lavaron los callos 2 veces con Buffer “Z”
pH 7.4 ( ver anexo 2).

e Después, se lavaron con etanol al 70% 4 veces.

e La clorofila se eliminG con una mezcla de acetona-metanol (1:3)
lavandose con esta solucion los callos el tiempo necesario, haciendo
varios cambios de la mezcla.

e Después de que se observo el color azul, producto de la reaccién, los
callos se lavaron 4 veces con Buffer “Z”.

e Finalmente, los callos se conservaron en glicerol al 50%,

e Las cajas Petri fueron sellados con vitafiim y se aimacenaron a 4 °C.
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Después del bombardeo a las 72 h el resto de los explantes fueron colocados
en medio de selecciéon (M9).; la concentracion de Basta se determiné en
ensayos anteriores. De este modo solo seguiran vivas las células
transformadas. Dicho periodo duré 10 meses. Con los subcultivos respectivos a

medios nuevos con las concentraciones de Basta cada 3 semanas.

La seleccion se realizo partiendo de la concentracibn mas alta por un periodo
de 3 meses de seleccion estricta y bajandola a la mitad después este periodo y
manteniéndola hasta que se cumpliesen 10 meses tiempo que durd la etapa
de proliferacién. Una vez concluida esta etapa se pasaron a las etapas
sucesivas correspondientes a la de crecimiento, enraizamiento 'y

aclimatizacion.

PRUEBAS DE EXPRESION TRANSITORIA DEL GEN GUS MEDIANTE EL
ENSAYO HISTOQUIMICO EN LAS PLANTULAS REGENERADAS
RESISTENTES AL AGENTE DE SELECCION BASTA®.

Los explantes que resistieron los 10 meses de seleccion se llevaron a la etapa
de crecimiento; asi mismo se seleccionaron algunos para realizar la prueba de
expresion permanente, que consistido en exponer plantulas (5cm) al X-gluc; las
cuales se incubaron a 25 + 2 ° C por un periodo de 48 h a la par se realiz6 la
prueba en una plantula silvestre; en ambos casos las plantulas fueron partidas
en partes pequefias. Una vez transcurrido el periodo se realizé la metodologia
para eliminar la clorofila y fijar las preparaciones como ya se indico
anteriormente. Finalmente las muestras fueron guardadas en el refrigerador a
8 °C.
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RESULTADOS Y DISCUSION:
TOLERANCIA AL BASTA®.

La concentracion de Basta® se determiné exponiendo los coleoptilos a
diferentes concentraciones de glufosinato de amonio, evaluandose su

desarrollo, muerte y oxidacion.

En la literatura el agente de seleccion mas usado es el Basta®
(fosfinotricina [PPT] o Bialafos) [todos sinGnimos] tal es el caso de autores
como Casas et al., 1993; quienes usan una concentracion de 1 a 3 ug ml™ de
igual forma Able et al., 2001 a una concentracién de 2 mgl™?; Tadesse et al.,
2003. usaron una concentraciéon de 1 mg | . Los periodos de seleccion fueron

durante 1 o 2 meses segun el autor.

Para la etapa de seleccion Girijashankar et al., 2005 reportaron haber
realizado tres pasos de seleccion comenzando con 1 mg ! de Basta® por un
mes aumentando a 2y 2.5 mg I de Basta® en los subcultivos sucesivos con

un periodo por un periodo de 1 mes para cada concentracion.

Las concentraciones de Basta® probadas en el presente trabajo se basaron en
antes mencionado realizando el barrido desde ( 0, 0.5 ,1, 2, 3 mg | ™);
comenzandose a notar diferencias apreciables a los 15 dias de haber sido
iniciada la etapa de seleccion, en donde los coleoptilos usados en los medios
con baja concentracién de Basta® el crecimiento se vio retrasado respecto a los
controles y en los medios con las concentraciones mas altas el crecimiento fue
nulo, cambiando la coloracién del explante pasando de verde a un color oscuro
iniciandose en los medios con concentraciones de 3 mg | * de Basta® como se

muestra en la figura IlI-5.
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| [Img |’ Basta

Fig. 11-5: Prueba de tolerancia de sorgo Super Sweet || ® al Basta a
los 15 dias de haber iniciado la prueba.

A los 30 dias la diferencia era notable; en los medios con la concentracién mas
baja de Basta® (0.5 mgl™) el coleoptilo solo crecié sin presentar ninguna
respuesta organogénica a pesar de estar sembrados en medio para este fin, al
comparar la respuesta del testigo (0 mgl™ de Basta®) en donde la respuesta
organogénica y de crecimiento fue normal, se puede notar la diferencia

ver figura 11-6.

Al realizar el subcultivo de los coleoptilos que se encontraban en los medios
con (0.5mgl™) de Basta® se murieron a los 45 dias aproximadamente.

Los coleoptilos sembrados en el medio con concentraciones de Basta® 1 mgl™
se desarrollaron, siendo este alargamiento superior a los coleoptilos sometidos

a 2 mgl™ de Basta® los cuales presentaron un crecimiento minimo.
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Fig. 11-6: Prueba de tolerancia de sorgo Super Sweet Il ® al Basta a los
30 dias de haber iniciado la prueba.

Los coleoptilos sembrados en el medio con concentracion de 3 mgl™ murieron
a los 15 dias; durante este periodo se observo un cambio en la coloracién que
fue del verde pasando por el café claro hasta llegar a un color negro. Durante
el periodo de la prueba se midi6 el crecimiento de los coleoptilos los cuales se

muestran en la gréfica II-1; asi como la apariencia del explante (ver tabla II-8).

Tabla II-8. Apariencia del explante durante el periodo del experimento bajo

distintas concentraciones de Basta®

Apariencia del explante .
CONCENTRACION 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60dias
0 mg/L verdoso verdoso verdoso verdoso verdoso
0.5 mg/L verdoso verdoso cafesoso negros negros
1 mg/L verdoso Pardo negros negros negros
2 mg/L verdoso Café negros negros negros
3 mg/L verdoso Café negros negros negros

De esta forma las concentraciones de 1y 2 mgl™ de Basta® se eligieron para

realizar la seleccion. Estos datos concuerdan con los reportados por
Girijashankar et al., 2005 quienes registraron la muerte de los explantes

silvestres a estas concentraciones.
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La fosfinotricina (PPT) comercialmente conocido como glufosinato de amonio,
es un tripéptido conformado por un analogo de acido L-glutdmico y dos
residuos de alanina. Es un potente inhibidor de la glutamina sintasa, la cual es
importante dado que es la enzima encargada de la asimilacion de amonio y
regulacion del metabolismo del nitrégeno en las plantas y es la Unica enzima
encargada de asimilar el amonio liberado producido por la reduccion al nitrato,
degradacion de amonio y fotorespiracion (De Block et al., 1987 / cit. por
Jiménez 2006). Por ello a una determinada concentracion de Basta en el medio
de cultivo, las plantas que se encuentran en contacto con éste mueren, dado
gue se intoxican como resultado de la inhibicion de la glutamina sintasa
llevando a la plantas primero a un crecimiento nulo y posteriormente a la

muerte.

Crecimiento del coleoptilo alo largo del periodo sometido a
Basta.

Tiempo de
exposicion.

—=— 0 dias Cm. de

—e—15 dias 8 longitud
—x— 30 dias
45 dias

60dias

0 mg/L 0.5 mg/L 1mg/L 2 mg/L 3 mg/L

Concentracion de Basta.

Gréfica II-1: Comparacion del crecimiento de coleoptilos en las distintas
concentraciones de Basta® y los dias de exposicién al herbicida.
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ESTABLECIMIENTO DE PARAMETROS PARA EL BOMBARDEO DE SORGO
SUPER SWEET II°, REALIZANDO PRUEBAS DE TAMANO DE BALA Y DE
DISTANCIA ENTRE EL EXPLANTE Y EL FILTRO.

En los trabajos publicados hasta la fecha el bombardeo es realizado usando
camaras de alta presion lo que da por resultado que no se cuenten con
pardmetros estandarizados para la utilizacion de camara de baja presion.

Es por esto que se probaron dos tamafios de las particulas de tungsteno (5M y
10 M) asi como pruebas a 2 distancias (7.5 cm y 13 cm) entre el filtro portador

de las particulas -ADN Yy el explante.

El analisis de los parametros éptimos para la transformacion usando la cAmara
de baja presibn se basé en el porcentaje de explantes (coleoptilos) que
lograron resistir al bombardeo y a la primera etapa de seleccion,
correspondiente a los 2 primeros subcultivos post-bombardeo respecto a los

celeoptilos bombardeados inicialmente.

Como se muestra en la tabla 11-9, no existe un diferencia contundente entre los
parametros probados a los dos meses del bombardeo sin embargo durante
este periodo la mejor respuesta se presento en la combinacién entre distancia y
tamafio de bala de: 13 cm + M5 seguida por la de 7.5 cm + M5.

Tabla 11-9: Datos originados al comparar el efecto de la distancias del filtro al

explante y de tamafio de bala a los 2 meses del bombardeo.

Distancia entre Tamafo de bala Numero de Porcentaje de
filtro y explante probado coleoptilos sobrevivencia.
bombardeados
13 cm M5 254 12. 6%
13cm M10 263 9.5%
7.5cm M10 245 9.3%
7.5cm M5 356 10.6%
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Sin embargo parece existir una mejor eficiencia respecto al tamafio de bala que
sobre los efectos que tuvieron ambas distancias de bombardeo, esto basado
en que los resultados més altos se encuentran en los tratamientos con las

particulas M5.

Durante el transcurso de los subcultivos se logré notar que la diferencia entre
las condiciones de bombardeo iban aumentado dando por resultado un efecto
favorable a la combinacion de 13 cm+ M5; Asi mismo siguié apareciendo en

segundo lugar la combinacion entre 7.5 cm + M5.

Sin embargo no fue posible obtener un porcentaje confiable de rendimiento,
debido a que durante este tiempo los explantes se mantuvieron en proliferacién

haciéndose dificil la cuantificacion exacta de brotes.

ESTABLECIMIENTO DEL MEJOR EXPLANTE A USAR PARA LOGRAR LA
TRANSFORMACION GENETICA.

Entre los explantes usados para la transformacion genética del sorgo se
encuentra; los embrion inmaduro, meristemo apical, brotes con 7 dias de edad
callo embriogénico y hojas (Tadesse et al., 2003; Zhu et al., 1998; Jeoung
et al., 2002; Emani et al.,, 2002; Krishnaveni et al., 2001; Able et al., 2001;
Battraw and Hall, 1991;Hagio et al., 1991).

De los dos explantes usados (coleoptilo de 3-5 mm y callo con 2 meses de
generacion ) el que mejor respuesta presento fue el coleoptilo al resistir mejor
el estrés generado por el bombardeo y el prolongado periodo de proliferacion;
a diferencia del callo el cual sufri6 mayor oxidacibn a la registrada
(ver figura II-7). Tadesse et al., 2003 demostraron que el aumento en la
oxidacion puede deberse a las heridas provocadas por las balas después del
bombardeo; se llegan a dar casos en los que la oxidacion da por resultado una
necrosis total y por ende a su no regeneracion; lo cual se pudo comprobar
durante el presente trabajo ver figura II-8.
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El uso de coleoptilo o de apice de brote fue un explante con buena respuesta
para lograr la obtencién de plantas transgénicas en el caso del sorgo, los
trabajos realizados por: Tadesse et al., 2003; Girijjashankar, et al., 2005
utilizaron brotes con una edad de 7 dias reportando una transformacién
exitosa; Tadesse et al.,, 2003 reportaron 0.5% en apices y en embriones
inmaduros tuvieron un porcentaje de eficiencia de 1.3%; Girijashankar, et al.,
2005 reportaron un eficiencia de 1.5%. De esta forma es factible dejar de
depender de la generacion de callo embriogénico haciendo uso de otras vias

de regeneracion ( Sticklen 2005).

Asi mismo, Girijashankar et al., 2005 mencionan que el uso de los apices
ayuda a reducir el tiempo de regeneraciéon de las plantulas transgénicas. Sin
embargo el uso de apices esta asociada a factores limitantes para la eficiente
produccion sustentable de transgénicos, siendo la mas adversa la posibilidad

de generar plantas quiméricas.

Coleoptilos en empalizada.
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Fig. lI-7:Coleoptilos Super Sweet Il en cajas Petri pos-bombardeo
a las 48h.

Es importante destacar que la necrosis y muerte de los explantes fue resultado
de factores como: la oxidacion dependiente de la variedad usada para los
experimentos, el dafio ocasionado por las balas y el efecto de seleccion del

herbicida Basta® como se muestra en la figura I1-8.
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Fig. II-8: Oxidacion y seleccién de callos Super Sweet I1®
bombardeados a las 5 semanas.

Cabe mencionar gque la concentracién en equimolares (9:1) de los pladsmidos de
interés es mayor a lo reportado por Girijashankar et al., 2005 (1:1). Teniendo
una mayor proporcion de los genes de interés respecto a los genes reporteros.

PRUEBA DE EXPRESION TRANSITORIA DEL GEN GUS MEDIANTE EL
ENSAYO HISTOQUIMICO EN LOS EXPLANTES BOMBARDEADOS.

Como es bien sabido la finalidad de la expresion transitoria es obtener una
evidencia visible de la transferencia y expresion del ADN introducido. Para ello
se utiliza el ensayo de el gen uidA bacteriano de la E.coli que codifica para la
B-glucuronidasa (GUS), el cual es considerado como el gen reportero de mayor
eleccién para monitorear la transferencia de ADN, a través de la formacion de
un precipitado azul, al reaccionar la enzima - glucoronidasa con el sustrato 5-
bromo-4-cloro-3-indolil -B-D-glucoronido (X-Gluc) evidenciando la incorporacion

del gen al material genético nuclear (Jefferson,1988).

Entre los autores que realizaron pruebas de expresion transitoria usando el
gen GUS al transformar sorgo se encuentran Casas et al., 1993 quienes al

bombardear embriones reportaron menos de 20 puntos de expresion por
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embrion; del mismo modo lo realiz6 Able et al., 2001 quienes lograron
contabilizar 50 puntos de expresion por explante de hoja hasta 100 puntos de
expresion en callos; aparte optaron por la utilizacion de la proteina verde
fluorescente la cual es aislada de la medusa (Aequorea victiria) debido a que la
prueba del GUS es destructiva. Por su parte Girijashankar et al.,, 2005
realizaron la prueba transitoria a las 24 h, lograron encontrar como maximo 27
puntos de expresién por meristemo entre otros autores que hacen uso del uidA
se encuentra Tadesse et al.,2003, que lograron obtener hasta 100 puntos de

expresion por embrion.

Una vez colocados los explantes bombardeados 48 h previas (tanto coleoptilos
como callos) en la caja de muestra de ELISA y de haberlos expuesto a la
solucién de X-gluc se incubaron a 25 + 2 ° C por un periodo de 48 horas en un
cuarto oscuro y cubriendo la caja con aluminio, para evitar cualquier contacto

con la luz lo que ocasionaria que se degradara el precipitado.

Después de transcurrido el periodo antes mencionado los explantes
presentaron una apariencia como la que se muestra en la figura 11-9. Se elimino

la clorofila y se realizo la fijacidn de los explantes.

Una vez concluida la técnica para la fijacion, la apariencia de los explantes
quedo de la forma en la que es mostrada en la figura 11-10, en donde se puede
apreciar de manera clara que los explantes bombardeados (izquierda de la
imagen) dieron una respuesta positiva a la actividad de la enzima [3-
glucoronidasa, la cual fue de un nivel de expresion regular (azul claro) a bueno

(azul oscuro).
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Fig. 11-9: Prueba de expresion transitoria en los distintos explantes de sorgo a los
4 dias de ser bombardeados con el tamafio de bala M5 y antes de ser eliminada
la clorofila.
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Fig. 1I-10: Prueba de expresion transitoria en los distintos explantes de sorgo a
los 4 dias de ser bombardeados con el tamafio de bala M5 y después de
eliminar la clorofila y contrastar la imagen.

13y 7.5 cm: Distancia entre el explante y el porta particulas.
Control (-): Coleoptilos no bombardeados.
Control (+): Coleoptilos bombardeados solamente con particulas y gen

reportero.
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La expresion que se dio tanto en coleoptilos como callos es una expresion

uniforme, en muy pocos caso se logran apreciar puntos aislados de expresion.

Con respecto a los controles negativos y los positivos en ambos casos dieron
positivo a la prueba como se aprecia en la figura 1l-11, que es resultado de una
respuesta enddgena,; dificultando con ello que se de una evidencia visible de la
transferencia y expresiéon del ADN introducido a etapas tempranas del proceso

de transformacion.

Coleoptilo Callos
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Fig. 1I-11 Resultados de la expresion transitoria en los explantes que
sirvieron de control a los 4 dias en donde se puede observar la expresion
endogena de ambos explantes.

SELECCION Y REGENERACION DE PLANTULAS DE SORGO
RESISTENTES AL BASTA®

Durante esta etapa los explantes fueron sometidos al herbicida Basta®
comenzando con la concentracién baja de 1 mg I durante los primeros dos
subcultivos e iniciando la seleccién a las 48 h después de ser bombardeados
los explantes; a diferencia de Girijjashankar et al., 2005 quienes realizan la

primera fase de seleccion a las cuatro semanas del bombardeo.

Durante la primera fase (las primeras 6 semanas) de seleccién se dio un indice
alto de mortandad como se muestra en la figura 11-12, en donde aparecen
encerrados en circulos azules los explantes que se encuentra aun verdes y
resistieron; los explantes que aparecen de color negro son explantes que
debido al estrés a causa del Basta® perecieron; esto se explica por la no
integracion de los genes de resistencia y por ende de los genes de interés;

siendo mayor en los callos.
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Para la segundad etapa se realizaron ensayos a mayor concentracion de
Basta® (2 mgl™) durante un periodo de 3 meses esto con en fin de aumentar el
grado de seleccion y evitar con ello las quimeras como los enfatiza
Girijashankar et al., 2005.

~p Coleoptilo muertos
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Fig. 11-12: Coleoptilos en etapa proliferacion- selectiva a los 2 meses de ser
bombardeados; encerrados en circulo se muestran los explantes que resistieron.

Posteriormente se disminuyé de nuevo a 1 mg I durante otros 4 meses,
durante todos estos periodos se mantuvieron los explantes en medio de

proliferacion figura 11-13.

”opti,lo sobrevivientes.
Agm
Fig. 11-13: Coleoptilos en etapa de proliferacion selectiva a los 4 meses de

ser bombardeados.

A los 9 meses se dejo el medio de proliferacion para iniciar la fase de
regeneracion en la cual se mantuvo una concentracién a 0.5 mgl™ durante 2
meses méas para eliminar completamente el Basta® y se lograra una 6ptima

regeneracion como se muestra en la figura 11-14.
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1cm

Fig. 11-14: Regeneracion de coleoptilos bombardeados 8 meses
después de su bombardeo vy .

La regeneracion de las plantas transformada por los largos periodos
transcurridos in vitro hace que la calidad de las plantulas sea inferior, teniendo
como ejemplo que el desarrollo del sistema radicular sea de menor calidad. El
crecimiento y enraizamiento de las plantulas se realiza en los medios
mencionados en la tabla 9 el capitulo 1, para cada caso, los cuales ya no

contenian agente de seleccion.

PRUEBAS DE EXPRESION TRANSITORIA DEL GEN GUS MEDIANTE EL
ENSAYO HISTOQUIMICO EN LAS PLANTULAS REGENERADAS
RESISTENTES AL AGENTE DE SELECCION BASTA®.

A los 14 meses del bombardeo se realiz6 la prueba en plantulas ya grandes,
las cuales se disectaron en porciones pequefas (hojas y tallo) y se les realizo
la prueba de expresién transitoria. Dado que las plantulas silvestres como se
esperaba presentan una respuesta enddgena la cual fue de regular a buena; a
comparacion de las plantulas bombardeadas con la proteina E y proteina G en
donde no fue tangible, teniendo una expresion que va de baja a regular como
se puede apreciar en la figura II- 15, al contrastar la imagen se puede observar
con mayor detalle la expresion, la cual en algunas regiones de las plantulas
transformadas no present6 coloracién alguna que indican la presencia del gen
reportero, por lo que se puede hablar de plantas quiméricas originadas por el

sistema transformacion como los enfatiza Girijashankar et al., 2005.
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Por lo que para corroborar la presencia de las proteinas de interés se necesitan

realizar pruebas moleculares acordes como lo seria el PCR.
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Figura lI-15: Resultado de la prueba de expresion transitoria a plantulas bombardeadas y
resistentes al Basta®. A) Plantulas silvestre B) Plantulas regeneradas a partir de coleoptilo
bombardeado con proteina G C) Plantulas regeneradas a partir de coleoptilo bombardeado

con proteina E.
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CONCLUSIONES

* Las concentraciones de Basta® las cuales fungieron como agentes de

seleccion en coleoptilos silvestres de sorgo Super Sweet Il ©® fueron de 1y 2
-1

mg I

* Los mejores parametros para el bombardeo de coleoptilos de sorgo Super
Sweet Il ® entre distancia y tamafio de bala fueron los de: 13 cm+ M5 seguida
por la de 7.5cm +M5.

* Los coleoptilos de sorgo Super Sweet 11 ® resultaron ser mejores explantes
que los callos para la regeneracién de plantulas resistentes a Basta®.

* Los genotipos utilizados de sorgo (Super Sweet Il ®) presentan una respuesta
enddgena a la expresion transitoria lo que complica la evalucion.

* La eficiencia de transformacion basado solamente en la cantidad de explantes
resistentes al Basta® se calcula someramente en un 2%.

* Para la aceptacion o rechazo de la hipétesis es necesario la realizacién de
pruebas moleculares.

PERSPECTIVAS FUTURAS.

Para evitar la interferencia por la expresion enddgena durante la expresion
transitoria, se requiere de la implementacién de un nuevo gen reportero que
sirva para comprobar la expresion de los genes foraneos o utilizar fenotipos
que no presenten ese efecto endégeno. Del mismo modo se deben realizar
pruebas con protocolos reportados para reducir la expresion endégena en otros

cereales.

Se requieren de analisis mas confiables para comprobar estos resultados como

serian una prueba de PCR , Southern o Western Blot.
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ANEXO |

SALES DEL MEDIO DE CULTIVO CONOCIDO COMO MS (Murashigue & Skoog 1962)
SOLUCIONES DE MACRO Y MICROELEMENTOS, CONCENTRADAS 100X

NOMBRE DEL FORMULA 11 P.M (g9) CANTIDADES PARA UN LITRO EN

COMPUESTO (9) MASA (mg) MOLES (mM)
SOLUCION : NITRATOS
Nitrato de Potasio KNO3; 190 101.108 1900 18.792
Nitrato de Amonio NHsNO3 165 80.04 1650 20.615
SOLUCION II:  SULFATOS
Sulfato de Magnesio MgSO, .7H,0 37 246.498 370 1.501
Sulfato de Manganeso MnSO, .H,0O 1.69 169.01 16.9 0.0999
Sulfato de zinc ZnS0O, .7H,O 0.860 287.54 8.6 0.0299
Sulfato de cobrex CuS04.5H,0 0.0025 249.68 25 X103 0.1 X103
SOLUCION lll:  HALOGENOS
Cloruro de Calcio CacCl, .2H,0 44.0 147.02 440 2.993
Yoduro de potasio Kl 0.083 166.01 0.83 4.999
Cloruro de cobalto* CoCl, .6H,0 0.0025 237.93 25 X10°° 0.105 X107
SOLUCION IV:  FOSFATO, AC. BORICO, MOLIBDATO
Fosfato de Potasio | KH,PO4 .H,O 17.0 136.09 170 1.249
monobasico
Acido bérico HsBO3 0.620 61.86 6.2 0.1002
Molibdato de sodio Na;MoO4 .2H,0 0.025 241.95 250 X107 1.03 X10°°
SOLUCIONV: QUELANTES
Sulfato ferroso FeSO, .7H,0 2.784 278.028 27.8 0.0999
Na, EDTA C10H14N>0O19Na, .2H,0 3.724 372.30 37.3 0.1002




MEDIO DE CULTIVO CONOCIDO COMO Ns

Chu et al (1972)

NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA P.M (g) CANTIDADES PARA UN LITRO EN
MASA (mg) MOLES (mM)

COMPUESTOS INORGANICOS
Macronutrientes
Nitrato de potasio KNO3 101.108 2830 27.99
Sulfato de amonio (NH4)>,SO4 132.146 463 3.50
Cloruro de calcio CaCl, .2H,0 147.03 166 1.13
Sulfato de magnesio MgSQO,.7H,0 246.48 185 0.75
Fosfato de potasio KH,PO4 136.09 400 2.94
Micronutrientes
Sulfato de manganeso MnSQO4.H,0 169.01 3.34 19.70uM
Sulfato de zinc ZnS0,4.7H,0 287.54 15 5.23uM
Acido bérico H3BO3 61.86 1.6 25.86uM
Yoduro de potasio Kl 166.01 0.83 4.999X10°
Sulfato ferroso FeS0,4.7H,0 278.028 27.8 0.0999
Na,EDTA C10H14N2010Na, .2H,0 372.30 37.3 0.1002
COMPUESTOS ORGANICOS
Aminoacidos
Glicina | CoHsNO, | 75.07 INO |
Vitaminas
Tiamina-HCI C12H17Cl NgoS . HCI 337.3 1.0 2.965X10°
Acido nicotinico CsHsNO; 123.1 0.5 4.062X10°
Piridoxina-HCI CgH11NO3.HCI 205.6 0.5 2.432X10°3




VITAMINAS MS

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK
(9) mg.I* uM.I*t uM.I™t
Inositol 180.160 100.0 555.00 5.5X10*
Acido nicotinico 123.110 1.0 8.12 812
Tiamina 337.270 2.0 5.93 593
Piridoxina 205.640 1.0 4,90 490

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

COMPOSICION DE LA MEZCLA DE AMINOACIDOS Y VITAMINAS
DENOMINADA COCKTEL 20.

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK 100X
(9) mg.I* uMLI? mM.I*
L-asparagina 150.10 10.0 66.62 6.66
L-arginina 174.20 10.0 57.40 5.74
L-ac. aspartico 133.10 7.5 56.35 5.63
Glicina 75.07 23.0 306.38 30.64
Glutamina 146.10 60.0 410.67 41.06
Ac. glutamico’ 147.10 7.5 51.00 5.10
Biotina (Vit. Bg)*  244.30 1.0 4.10 0.41
Ac. félico (Bo)* 441.40 1.0 2.26 0.23
Ac. nicotinico(B3) 123.10 15 12.18 1.22
Piridoxina (Be) 205.60 15 7.30 0.73
Riboflavina (By) 376.40 0.1 0.26 0.03
Tiamina (B;) 337.30 3.0 8.90 0.89
Myo-inositol 180.16 145.0 804.84 80.48
Urea 60.06 45.0 749.25 74.92

Para preparar 1 | de medio se toman 10 ml del cocktel.
*Disolver con 3 gotas de NaOH 1 N.



ANEXO I

SOLUCIONES PARA PREPARAR X-GLUC (10X) Y MEDIR LA EXPRESION
TRANSITORIA DE GUS (JEFFERSON et al., 1987).

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

Pesar Volumen Concentracion Stock
NaH,PO4.H,0 1.38 ¢ 50 ml dH»,0 200 mM 39 ml
+
Na,HPO, 2.84¢ 100 ml dH,0 200 mM 61.00
100 ml

2)Ferrocianuro de potasio**

Pesar Volumen Stock
K4Fe(CN)g.3H20 0.211g¢ 100 ml dH,O 5mM
3)Ferricianuro de potasio**

Pesar Volumen Stock
KsFe(CN)g 0.164 g 100 ml dH,O 5mM
4)EDTA*

Pesar Volumen Stock
C10H14N2010Na2,2H20 3.72 g 100 ml deO 100 mM
5)Tritén X-100*

Stock

1 ml de Tritdbn X-100 en 99 de H,O desionizada 1%

*Esterilizar en autoclave durante 18 minutos a 1.3 kg.cm™ 6 18 Ib.pulg™.
** Esterilizar por filtracion en membrana millipore de 0.22 um de diamétro.



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

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

Aforar a 25 ml con agua desionizada estéril.

Una vez preparada esta solucion se almacena a -20°C y se descongela lentamente
al momento de utilizarla.

SOLUCIONES PARA MEDIR EXPRESION TRANSITORIA DE GUS.

a) Buffer “Z” pH 7.4*

CONCENTRACION Pesar/500 ml
(mM) (9)
NaH,PO4.H,O 40 2.76
Na,HPO,4 60 4.26
KCI 10 0.37
MgS0,4.7H,0 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™? 6 18 Ib.pulg™.
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