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Resumen 

RESUMEN 

Se desarrolló un protocolo de morfogénesis in vitro para la orquídea comercial de 

Phalaenopsis zuma's pixie. Los factores evaluados fueron dos diferentes citocininas; 

thidiazuron (TDZ) y 6-Bencilaminopurina (BAP) ambas con las siguientes concentraciones 

2.5, 5.0, 10.0, 12.5 IJM. Los explantes consistieron en tejido foliar dividido en parte basal , 

media y apical, en medio Murashigue y Skoog (MS) a la mitad de la concentración de las 

sales, suplementado con vitaminas. Los resultados en la inducción a embriogénesis 

somática se observó que el medio MS suplementado con 5 y 1 O 1-1M de TDZ mostraron un 

100 por ciento de explantes con respuesta, sin embargo en la cantidad de embriones 

somáticos por explante, la parte apical mostro siempre una respuesta mayor que las otras 

secciones de la hoja, la concentración de 1 O IJM de TDZ resulto con un mayor número 

siendo 8.3 embriones somáticos por explante. En la inducción de embriogénesis somática 

con BAP fue casi nula, por lo cual no se toma en consideración . La organogénesis se 

observó en presencia de BAP en el medio MS, esta presento al igual que con TDZ, la 

mayor respuesta en la zona apical de la hoja, dando el 100 por ciento de los explantes 

brotes la concentración de 1 O IJM de BAP, presento 5.6 brotes por explantes en la zona 

apical , mientras que en presencia de 2.5 y 12.5 IJM de BAP, la producción de brotes fue 

mínima. 

En el caso de transformación genética vía Agrobacterium tumefaciens se tomaron 

explantes de hoja, brotes y embriones somáticos, los explantes fueron ca-cultivados 3 

días en oscuridad con la cepa LBA4404 de A. tumefaciens que contenía el plásmido 

pCAMBIA 1305.1 , con dos concentraciones diferentes 0.2 y 0.5 D06oonm. posteriormente 

se eliminó el exceso de bacteria con cefatoxima 1 OOmg/L, y se dejaron incubando en 

medio MS Murashige y Skoog, se tomaron 30 explantes a los 5, 1 O y 15 días, el 

tratamiento número dos (concentración bacteriana de 0.2 D06oonm y papel filtro) presento 

una mayor eficiencia de transformación en los explantes de callo y foliar, mientras que 

para los embriones somáticos se observó que con una concentración bacteriana de 0.5 

D06oonm y sin papel filtro . 

Palabras clave: Phalaenopsis zuma's pixie, Agrobacterium tumefaciens, embriogénesis 

somática. 
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Abstract 

ABSTRACT 

A protocol to optimize the induction of somatic embryogenesis (SE), shoot 

organogenesis and Agrobacterium tumefaciens- mediated genetic transformation of SEs 

in the commercial orchid 'Phalaenopsis 'Zuma's Pixie" was developed. Two different plant 

growth regulators, the cytokinins thidiazuron (TDZ) and 6-benzylaminopurine (BAP) were 

evaluated at the fo llowing concentrations: 2.5, 5.0, 1 0.0, and 12.5' !JM. The optimum 

explant source was evaluated using the basal, middle, and apical portions of leaf tissue. 

The basal media consisted of half the concentration of Murashige and Skoog salts (MS) 

supplemented with vitamins and 3 % sucrose. Results indicated that MS medium 

supplemented with 5 and 1 O!JM of TDZ always resulted in a response regardless of 

explant source; however, for the optimum number of somatic embryos per explant , the 

apical portian of the leaf always showed a a greater response than the other sections of 

the leaf. The optimum leve! of TDZ was 1 O !JM which induced a mean of 8.3 somatic 

embryos per explants; response to BAP was very low for SE (mean of < 1.0 per explant)in 

all explants; however for shoot organogenesis there was no significant difference between 

BAP and TDZ, the apical zone of the leaf always giving a 100% response. A 

concentration of 1 O !JM BAP gave a mean of 5.6 shoots per apical explants whilst for 2.5 

and 12.5 !JM of BAP, shoot production was minimal (<1.0 per explant) . 

For Agrobacterium tumefaciens - mediated genetic transformation, in vitro produced 

leaves, undifferentiated callus and somatic embryos were co-cultured for 3 days in the 

dark with strain LBA4404 of A. tumefaciens containing the pCAMBIA 1305.1 plasmid. Two 

different levels of A. tumefaciens at 0.2 and 0.5 OD6oonm were tested and the excess 

bacteria were removed with100 mg/L Cefatoxime and incubated in MS medium. Th irty 

explants were taken for analysis at 5, 1 O and 15 days incubation. The optimal 0.2 OD6oonm 

of bacteria! concentration with the use of filter paper gave a higher transformation 

efficiency for callus and leaf explants, however the optimum response for SEs was found 

to be a bacteria! concentration of 0.5 OD6oonm and without filter paper . 

Keywords: Phalaenopsis Zuma's Pixie, Agrobacterium tumefaciens, somatic 

embryogenesis. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

La palabra "orquídea" (del latín orchis, que a su vez deriva del griego) significa "testículo" 

y hace alusión a los pseudobulbos de algunas especies (Freuler, 2006). La familia 

Orchidaceae comprende alrededor de 25 000 especies y son consideradas como las más 

vendidas entre las ornamentales. Las orquídeas se cultivan de forma comercial como 

flores de corte y plantas en maceta. Las flores son fascinantes y hermosas con colores 

desconcertantes, sus formas y tamaños, la persistencia de flores hasta la perfección y sus 

semillas tienen habilidades para viajar largas distancias, por lo anterior ocupan el primer 

lugar entre los principales 1 O tipos de flores cortadas en el mercado internacional. Las 

orquídeas ocupan el 8% del comercio global de floricultura que tiene un valor mayor a $40 

billones de dólares (Martín y Madassery, 2006). 

La propagación vegetativa convencional se enfrenta a la tasa de multiplicación lenta, y no 

provee suficientes clones dentro de un corto tiempo. La propagación in vitro de orquídeas 

como una opción para la propagación rápida de cultivares comercialmente valiosos ha 

progresado bien durante las últimas décadas. La micropropagación de orquídeas usando 

diferentes explantes de plántulas o plantas maduras han sido reportadas en 

Paphiopedilum (Huang et al., 2003; Chen et al., 2004), Phalaenopsis (Takana, 1992; Lin 

et al., 2000), Dendrobium (Arditti et al., 1973; Martín et al., 2005), Cattleya (Fu, 1979), 

Oncidium (Chen y Chang, 2000), Cymbidium (Vij et al., 1994; Nayak et al., 1997), Aerides 

maculosum (Murthy and Pyati, 2001) y Vanda coerulea (Malabadi et al., 2004) . 

El cultivo de tejidos de plantas, incluye todos los aspectos del cultivo in vitro de células, 

tejidos y órganos, que por lo general su éxito depende en relación a la inclusión de 

reguladores del crecimiento de plantas y/o otros activos requeridos (vitaminas), en el 

medio (Gamborg et al., 1979). En el área de comportamiento de células, temas tales 

como la citología, nutrición, cultivo celular de metabolitos primarios y secundarios, 

morfogénesis (incluyendo xilogénesis, organogénesis y embriogénesis somática) y 

patología han sido estudiados durante casi 50 años (Thorpe, 1990). Los métodos in vitro 

se están utilizando cada vez más como un complemento a los métodos tradicionales de 
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cultivo para la modificación y mejoramiento de plantas desde 1960. Más recientemente, el 

uso de métodos de transferencia de genes en vectores independientes y vectores 

dependientes está jugando un papel importante en la modificación de plantas (Gaspar et 

al., 1996). 

La transformación genética de plantas tiene como objetivo, incorporar genes exógenos en 

los cromosomas de la(s) planta(s) de interés, y cambiar sus rasgos genotípicos que se 

manifiestan fenotípicamente como producto de la expresi~n de los genes exógenos 

introducidos, y/o la sub-expresión o supresión de la expresión de genes endógenos 

debido a la interrupción de éstos. Esto es, el ADN exógeno adicional al integrarse al 

cromosoma puede interrumpir un gen e impedir su expresión y generar así un alelo nulo. 

Lo cual puede conllevar a la creación de un homocigótico por "knock-out", haciendo que 

la copia del gen no sea activa o no se transcriba. Este es un método poderoso para 

investigar directamente la importancia y la función de un gen (Lewin , 2004). Debido a que 

las orquídeas padecen de enfermedades derivadas de patógenos como hongos (ej. 

Colletotrichum que causa antracnosis), bacterias (ej. Erwinia provoca pudrición blanda en 

los bulbos) o virus (ej . Virus de mosaico de cymbidium (CymMV) que provoca manchas en 

las hojas); la transformación genética se presenta como una herramienta de gran utilidad 

para la introducción de genes para su mejoramiento genético proporcionándole 

resistencia a uno o varios patógenos o así mismo nos ofrece la oportunidad de explotar 

cualidades de las orquídeas que le dan el valor comercial a fin de que se pueda mejorar el 

color, olor o tamaño de la planta. 
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1.1.-ANTECEDENTES 

1.1.1-0RQUÍDEAS 

Forman parte de las monocotiledóneas y constituyen una de las familias más numerosas. 

De acuerdo a un cálculo se estima que la familia Orchidaceae incluye a 800 géneros y 25, 

000 especies (Stewart y Griffiths 1995) distribuidas en todo el mundo. México cuenta con 

alrededor de 1, 200 especies. Presentan diversas formas, tamaños y colores. Su 

diversidad es amplia, por ser un grupo muy joven en la evolución de las plantas, 

presentan gran facilidad para obtener híbridos exitosos no solamente entre especies del 

mismo género, sino también intergenéricos, estimándose que existen alrededor de 100, 

000 híbridos registrados. En el caso de los híbridos que se obtienen de manera artificial 

mediante el cruzamiento de individuos de un mismo género o de géneros afines, como 

sucede en orquídeas, las descendencia tendrá características particulares intermedias a 

los progenitores (Freuler, 2006). Estas plantas ornamentales de amplia distribución, son 

cultivadas por sus flores hermosas y son de importancia económica como el género 

Dendrobium, Phalaenopsis, Cattleya, etc. Además de su valor ornamental , las orquídeas 

también son bien conocidas por su uso especialmente en la medicina tradicional. 
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1.1.2- Pha/aenopsis 

Phalaenopsis es un género epífito descripto por Karl L. Blume en 1750. Se divide 

en 2 conjuntos: Euphalaenopsis que incluye aquellas especies cuyos pétalos son 

notoriamente más anchos que los sépalos ej. Pha/aenopsis schi/leriana, Phalaenopsis . 
amabilis, etc. y cuya floración se produce entre mediados de invierno a fines de 

primavera. El otro conjunto es Stauroglottis, el tamaño de los pétalos y sépalos son 

semejantes. En ella se encuentran comprendidas Phalaenopsis violacea, Pha/aenopsis 

amboinensis, etc., y florecen principalmente en época estival. 

Están distribuidas por todo el sudeste Asiático con unas pocas especies extendidas desde 

Taiwán , Sikkhim a Australia y el Pacífico (Teob, 1989). Este género representa uno de los 

grupos de orquídeas más apreciados por el colorido y la duración de sus flores . A 

diferencia de otras especies de orquídeas, la forma de reproducción es difícil, ya que su 

crecimiento monopodial lento ha dificultado la multiplicación vegetativa de materiales 

selectos y la reproducción sexual se ha visto agravada en algunos híbridos por la 

presencia de altos niveles de esterilidad (Gil, 1987). 

Todas las Phalaenopsis (con excepción de la especie tetrapliode, Phalaenopsis 

buyssoniana) tienen 38 cromosomas (2n=38) (Woodard 1951 , Shindo y Kamemoto 1963, 

Christenson , 2001) . Sin embargo, el número de cromosomas de la subtribu Aeridinar (con 

solo unas pocas especies tetraploides y hexaploides) es consistente con la de 

Phalaenopsis (Christenson 2001). La cruza entre las especies de Phalaenopsis y otro 

género cercano, es decir Aerides, Arachnis, Ascocentrum, Doritis, Neofinetia, Renanthera, 

Rhynchostylis, Vanda, y Vandopsis también muestran algún grado de fertilidad (Sweet 

1980) . 

En la mayoría de las orquídeas, la inflorescencia consiste en un eje que lleva flores 

individuales a lo largo de su longitud. El eje se divide en dos regiones: el pedúnculo, que 

va desde el tallo hasta el punto de la flor más baja; el raquis, es la parte del eje que 

contiene las flores. 
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En general la flor más antigua se encuentra más cerca de la base del eje y las flores son 

progresivamente más jóvenes a lo largo del eje hacia la punta de la inflorescencia. Las 

flores son zoomórficas (simetría sobre un solo plano) en la naturaleza. 

El tamaño de las flores puede ir desde pocos centímetros hasta 20 cm de ancho. Incluso 

dentro de un género, su tamaño, forma color varían considerablemente. Florecen 2 ó 3 

veces al año dependiendo de su cultivo, su floración puede durar hasta 30 días (Arditti , 

1992). Sus flores aparecen en la base de las hojas, en lados alternados y casi siempre 

ramificadas. El racimo aparece del tallo que surge entre las hojas y florece en todo su 

esplendor durante varias semanas. Las flores constan de 3 sépalos similares a 

los pétalos, 3 pétalos con uno de ellos, el inferior, distinto, que forma el llamado labelo y 

en medio de ellos está la columna (fusión de los estambres y pistilos). 

El crecimiento de una inflorescencia de orquídeas varía considerablemente. 

Evidentemente, el radio de crecimiento depende en las condiciones de cultivo y 

ambientales. Se considera aproximadamente de 30 días la vida de las flores de 

Phalaenopsis Arditti (1992) . 
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1.1.3.- IMPORTANCIA Y COMERCIALIZACIÓN 

El cultivo de orquídeas inició desde hace mucho tiempo, mientras han transcurrido 

los años este cultivo ha ido evolucionando desde la producción tomada como pasatiempo 

a un mercado comercial alto. La tendencia es cultivar orquídeas como maceteros y como 

flores de corte a gran escala. En años anteriores los productores y coleccionistas 

recolectaban especies de orquídeas silvestres, debido a que no estaba disponible una 

técnica de reproducción, mejoramiento y selección. El descubrimiento y desarrollo del 

método para germinar semillas de orquídeas fue en el año 1921 por Lewis Knudson . La 

disponibilidad de germinación de las orquídeas y el cultivo de tejidos ha hecho que las 

orquídeas se cultiven a gran escala y de forma económicamente factibles. Hoy en día las 

orquídeas como Cymbidium, Dendrobium, Phalaenopsis y Oncidium son comercial izadas 

globalmente y la industria de las orquídeas ha contribuido sustentablemente a la 

economía de muchos países. 

La producción en maceta de Phalaenopsis ha aumentado enormemente en los 

últimos años, y representa más del 75% de todas las orquídeas que se venden, Cuadro 

1.1, (American Orchid Society, 2000). En el año 2000, la venta de orquídeas fue de casi$ 

100.000.000 dólares siendo superada tan solo por Poinsettia. Durante los últimos cinco 

años la venta de orquídeas ha ido en aumento, a diferencia de todos los demás cultivos 

ornamentales como crisantemos, rosas y violetas africanas (Griesbach, 2002) . 

En años recientes más de 18,000 híbridos han sido producidos para su cultivo y 

explotación comercial, utilizándose muchos de ellos como parentales para su 

mejoramiento por sus atractivas características ornamentales. Sin embargo, aún existe 

la necesidad de mejorar rasgos específicos en las orquídeas, tales como resistencia a 

diversos tipos de estrés abióticos y bióticos (Liao et al., 2004) . Por ende, a pesar de que 

se han desarrollado protocolos de cultivo in vitro que incluyen la embriogénesis somática, 

por ejemplo, en Phalaenopsis (Tanaka et al., 1975; Arditti y Ernst, 1993; Tokuhara y Mii , 

1993, 2001; Ernst, 1994; Chen y Piluek, 1995; Duan etal., 1996; lshii etal., 1998; Islam y 

lchihashi, 1999; Young et al., 2000; Park et al., 2002; Chen y Chang, 2006), aún falta 
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mucho trabajo por hacer para considerar estos protocolos los más eficientes, incluso entre 

las numerosas especies comerciales de orquídeas con las que se ha trabajado entre las 

que destacan Cymbidium (Huan et al., 2004); Oncidium (Chen y Chang, 2000); 

Phalaenopsis (Tokuhara y Mii, 2001), y las de aun mayor importancia como Cattleya, 

Oncidium, Dendrobium, Cymbidium, Vanda , Phalaenopsis, Paphiopedilum, Miltonia 

(Pinske, 2004). 

En la mayoría de los casos resultado del vigor hibrido, los híbridos presentan 

mayor resistencia que los progenitores, por lo que son los que más se producen y 

comercializan. Un ejempló de di-híbrido con valor comercial es Phalaenopsis zuma's pixie 

(Figura 1.1) , el cual pertenece a la Familia: Orchidaceae, género: Phalaenopsis, el cual es 

producto de la cruza entre el híbrido Pha/aenopsis Carmela's Pixie con la especie 

Pha/aenopsis equestris, obtenido por la empresa estadounidense Zuma Canyon ; en 1992 

http://davesgarden .com) . 

Figura 1.1. Phalaenopsis zuma's pixie 

Phalaenopsis equestris, una especie nativa de Filipinas, y es uno de los 

progenitores más importante en la producción de híbridos de maceta. Hasta el momento 

no se ha desarrollado un mapa genético de Phalaenopsis sin embargo mediante 

marcadores moleculares como microsatelites (SSR) y Polimorfismo en la longitud de 
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fragmentos amplificados del ADN(AFLP) se han logrado detectar genes similares a los 

que intervienen en la biosíntesis de antocianinas mediante la aplicación de este 

conocimiento podrían desarrollarse nuevas variedades con colores innovadores, así 

como la identificación de los genes AGAMOUS (AG) (Gao et al., 2003 in : Gawenda y 

Debener 2009) y FLOWERING LOCUS (FT) Y TWIN SISTER OF FT (TSF) (Yeoh et al., 

2011) los cuales permitirán modificar fenotípicamente a la planta y permitirá desarrollar 

nuevas técn icas de transformación . 
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Cuadro 1.1. Forma de comercialización de Pha/aenopsis. 

Costo 

de 

Forma de venta 
Orquídea País Fuente 

comercializaciór al 

publico . 
(M/N) 

Phalaenopsis 
México 

Amarilla Planta entera 300 
http://articulo. mercadolibre. com. mx/ 

17-09-2009 

Phalaenopsis 
Planta entera DO http://articulo. mercadolibre. com.mx17-

lueddemanniana 09-2009 

Phalaenopsis 

amboinensis info@floradeltropico. com17 -09-2009 
Planta entera España 166. 

(tipo amarillo) 

Phalaenopsis 

EJO info@floradeltropico. com 17-09-2009 
chibae Planta entera 

Phalaenopsis 

cornu-cervi info@floradeltropico.com 17-09-2009 
Planta entera España 166 

forma roja 

Dendrobium c:JI 1 

Planta entera Argentina www.olx. com.ar17 -09-2009 
Phalaenopsis 

Phalaenopsis 
Planta entera DO http://www. orchidsupplies. net/17-09-

zuma's pixie 2009 

Pha/aenopsis 

1 

Frasco IEJG http://www. bedfordorchids. com/17 -09-

Tiffany Coll 2009 
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1.1.4.- PROPAGACIÓN DE ORQUÍDEAS 

Las plantas se pueden propagar a través de dos formas; la sexual o la asexual. En 

el ciclo sexual las nuevas plantas surgen después de la fusión de los gametos parentales 

y se desarrollan a partir de embriones cigóticos dentro de semillas o frutos. En la mayoría 

de los casos, las semillas serán variables y cada una representará una nueva 

combinación de genes, provocada durante la formación de gameto.s (meiosis) y su fusión 

sexual. Por el contrario, en el ciclo vegetativo (asexual) las características únicas de 

cualquier planta individual seleccionada para la propagación (denominada la planta 

madre, el "stock" de la planta) se perpetúan porque, durante la división celular (mitosis) , 

los genes se copian exactamente en cada división. En la mayoría de los casos, cada 

nueva planta producida por este método se puede considerar que es una extensión de la 

línea de células somáticas de un individuo. Un grupo de dichas plantas reproducidas 

asexualmente se denomina un clon . En el entorno natural la reproducción sexual y 

asexual tienen ventajas selectivas apropiadas de acuerdo con la etapa de la evolución de 

diferentes tipos de plantas (George et al., 1993). 

Muchas plantas de importancia comercial son desarrolladas vegetativamente y 

desarrolladas como clones. Un gran número de plantas ornamentales herbáceas y 

leñosas también se propagan por estos medios. Estas técnicas tradicionales de 

"macropropagación" que utilizan comparativamente grandes piezas de plantas, han sido 

refinadas y mejoradas por la horticultura moderna. 

La propagación vegetativa por las técnicas tradicionales o por el cultivo de tejidos 

in vitro, no solamente depende de las especies de planta, sino también del desarrollo de 

técnicas, los costos relativos y del objetivo. 

La selección de un método de propagación para cualquier planta está limitada por 

su potencial genético. Por ejemplo, algunas plantas fácilmente producen brotes en sus 

raíces, mientras que otras no; por lo que tratar de propagar tanto in vitro como in vivo una 

planta, que no tiene esta capacidad de regeneración , podría ser problemático. 
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1.1.5.- TÉCNICAS DE CULTIVO in vitro 

Entre las limitantes del cultivo de orquídeas se destacan, la lentitud de los 

procesos de germinación, crecimiento vegetativo y reproductivo. Desde la siembra hasta 

la obtención de una flor, podría pasar entre 3 y 5 años, dependiendo de las condiciones 

agroclimáticas específicas que se presenten. Por lo tanto preexiste la necesidad disminuir 

este periodo (Rodríguez et al., 2005). Así mismo se han desarrollado varias formas de 

propagación clonal in vitro de Phalaenopsis, dentro de las cuales podemos citar: la 

formación de embriones somáticos y PLBs (cuerpos tipo protocormos, por sus siglas en 

inglés) a parti r de tejidos como: hojas, ápices radicales, ápices de vástagos, secciones de 

ejes florales y callos, para su posterior regeneración de plantas (Tirado et al. 2005). 

1.1.6.- MORFOGÉNESIS in vitro 

La embriogénesis somática y la organogénesis son dos procesos morfogénicos 

muy frecuentes en el cultivo in vitro de especies vegetales. La embriogénesis somática es 

el proceso por el cual se obtiene una estructura similar al embrión cigótico sin que medie 

la fertilización de los gametos, mientras que por organogénesis pueden obtenerse tallos y 

raíces. Estos órganos son inducidos a partir de una célula o de un grupo de células que, 

según las condiciones de cultivo, tienen la propiedad de mantenerse en activa división. 

1.1.6.1.- TIPOS DE MORFOGÉNESIS 

Bajo condiciones de cultivo in vitro, las células somáticas pueden regenerar 

embriones, brotes o raíces como respuesta a un determinado estímulo. La regeneración 

es un proceso que comprende diferentes fases que se suceden de manera similar para 

los dos tipos de morfogénesis como fase de adquisición de la competencia, fase de 

inducción y fase de realización. 

En la primera fase las células no responden al estímulo organogénico, pero 

adquieren esa competencia durante una fase de desdiferenciación. En la segunda fase o 
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fase de inducción, las células son receptivas al estímulo morfogénico y hay una relación 

directa entre el tipo, concentración y combinación de reguladores del crecimiento 

agregados al medio de cultivo y el órgano a desarrollar. En la fase de realización, la célula 

sufre las sucesivas divisiones para formar el órgano determinado (De Klerk et al., 1997). 

A partir de diferentes explantes cultivados in vitro en condiciones adecuadas, 

puede inducirse la formación de nuevos órganos de manera directa sin la formación de 

callo. Si la formación es de brotes o de raíces, se denomina Órganogénesis directa, si en 

cambio se induce la formación de embriones somáticos, este proceso se denominará 

embriogénesis directa. Si por el contrario, a partir de la siembra de un explante in vitro se 

observa la proliferación de células en forma desordenada (desdiferenciación) y sin 

ninguna función predeterminada, dando así la producción de callos o suspensiones 

celulares (Hicks., 1980). 

1.1.6.2.- TOTIPOTENCIA CELULAR 

La totipotencia de una célula se refiere a que toda la información genética 

necesaria para el crecimiento y reproducción del organismo está contenido en la célula, 

aunque en teoría todas las células son totipotenciales, y particularmente la condición de 

las células meristemáticas son las más capaces para expresarla (Razdan, 2003). 

Esta totipotencia es una de las principales propiedades de las células vegetales, 

que aseguran la posibilidad de sobrevivencia de las plantas bajo diferentes condiciones 

ambientales. La totipotencia de las células vegetales garantiza un amplio uso de la 

biotecnología . En condiciones in vitro, prácticamente cualquier célula , aun las 

diferenciadas son capaces de retornar (des-diferenciarse) a un estado basal 

meristemático, ello se logra bajo la influencia de reguladores de crecimiento exógenos en 

un medio de cultivo adecuado, que estimula el inicio de la división celular y la proliferación 

de las células hasta formar callos y/o suspensiones celulares, e iniciar la formación de 

brotes o raíces, o embriogénesis somática. Estudios reciente han logrado detectar que los 

genes que controlan el desarrollo vegetal in vivo juegan un papel principal en la expresión 

de la totipotencia de las células vegetales in vitro (Ezhova, 2003). 
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1.1.6.3.-0RGANOGÉNESIS 

La organogénesis in vitro puede darse directamente de yemas axilares 

preexistentes o bien mediante la formación de novo de estructuras adventicias (brotes 

raíces) a partir de tejido diferenciado no meristemáticos. La obtención de estos brotes 

puede ser de manera directa o indirecta. En la primera se pueden formar brotes en el 

explante, sin la formación de callo. La segunda se refiere . a la inducción de callos a partir 

de los cuales se desarrollan brotes y raíces. La organogénesis in vitro ha sido 

ampliamente usada en la biotecnología vegetal tanto para la micropropagación, 

transformación genética y estudios del desarrollo vegetal (Zhang y Lemaux, 2004) . 

La organogénesis in vitre depende de la aplicación exógena de fitohormonas, en 

particular el balance auxinas: citocinina es primordial para el tipo de respuesta buscada, y 

ello se relaciona con la concentración endógena de estos en el tejido utilizado como 

explante y su habilidad a responder a los estímulos hormonales durante el cultivo (Zhang 

y Lemaux, 2004). La mayor proporción auxina:citocinina en el medio, normalmente induce 

a la formación de raíces, mientras que una proporción menor de auxina:citocinina 

promueve la formación directa de brotes. 

En general, se reconocen tres fases de la organogénesis; en la primera, las células 

del explante adquieren la competencia. En la segunda, las células competentes son 

canalizadas y determinadas para la formación de un órgano específico bajo la influencia 

de fitohormona vegetales, y en la tercera la morfogénesis continua independiente del 

suministro de fitofitohormona (Sugiyama, 2000). 

1.1.6.4.- EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA (ES) 

Un embrión somático es un individuo que se ongma de una célula somática 

(Haccius, 1978), y cuya estructura va a presentar al igual que el embrión cigótico un eje 

con extremos definidos manifestando una bipolaridad. 

En los últimos años, desde el punto de vista biotecnológico se apuesta por la 

embriogénesis somática, ya que presenta ventajas como un elevado potencial de 
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multiplicación, la posibilidad de su cultivo en biorreactores (Etienne y Berthouly 2004) , la 

opción de aplicar técnicas de encapsulación para fabricar semillas sintéticas (Aquea et al. , 

2008) y la utilización de los cultivos embriogénicos como dianas para la transformación 

genética (Charity et al., 2005) . Además, el tejido embriogénico puede ser crio­

conservado, manteniendo su potencialidad mientras se realizan los ensayos de progenie 

(Park 2002). La combinación de estas dos técnicas, crioconservación y embriogénesis 

somática, es la que ha posibilitado el desarrollo clonal de alto valor (Weng et al., 201 O). 

Las células somáticas vegetales no son terminalmente diferenciadas y pueden por 

tanto recuperar su totipotencia para retornar a un estado meristemático e iniciar el 

desarrollo de embriones en condiciones adecuadas. Aunque este fenómeno es conocido 

por más de 50 años, los detalles son aún en gran parte desconocidos, no sabemos por 

qué ciertos genotipos, explantes o células son más propicios para la embriogénesis 

somática que otros. Tampoco se sabe por qué tantas condiciones diferentes pueden 

utilizarse para iniciar la embriogénesis somática y cuáles son los pasos moleculares clave 

en todos los casos (Fehér, 2008). 

La regeneración de plantas a través de embriogénesis somática incluye cinco pasos: 

1. Inducción de la competencia embriogénica, por medio del cual el explante primario 

en medio de cultivo complementado con reguladores de crecimiento, 

principalmente auxinas y/o citocininas, dependiente del genotipo. 

2. Proliferación de cultivos embriogénicos en medio semisólidos o líquido 

complementado con reguladores de crecimiento, de manera similar a la inducción. 

3. Pre-maduración de embriones somáticos en medio . reduciendo el regulador de 

crecimiento a Y4 o sin este; ello inhibe la proliferación y estimula la diferenciación 

de embriones somáticos y su desarrollo temprano. 

4. Maduración de embriones somáticos, ello se logra cultivando los proembriones en 

medio cultivo adicionado con ABA y/o bien reducción del potencial osmótico. 

5. La regeneración de plantas en medio sin reguladores de crecimiento, o con bajas 

concentraciones de auxina: citocinina, ello depende del genotipo (George et al. 

2008) . 
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Se cree, que aunque todas las células de las plantas tienen la capacidad de 

encaminarse hacia la embriogénesis, la expresión de esta característica, la adquisición de 

la competencia embriogénica, depende de circunstancias determinados principalmente 

por el estado fisiológico de la célula del explante, ya que está determina su desarrollo y 

condición genética y respuesta a señales ambientales. Así, el potencial embriogénico 

genéticamente determinado puede permitir la expresión de competencia embriogénica en 

condiciones adecuadas que darán lugar a la iniciación ,del desarrollo del embrión en 

respuesta a una señal sólo cuando las condiciones fisiológicas sean favorables (Figura 

1.2). Esta interacción compleja de factores genéticos y fisiológicos puede explicar por qué 

sólo ciertos genotipos y ciertas células pueden ir a través de todo el proceso de 

embriogénesis somática. 
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Figura 1.2.- Una hipótesis sobre la inducción de embriogénesis somática en células 

vegetales diferenciadas. La diferenciación celular, determinada genéticamente y por el 

estado fisiológico de la célula, impide o permite la expresión del potencial embriogénico 

dependiendo del genotipo, el estadio de desarrollo y el tipo de tejido. Las células que 

muestran este potencial son responsivas a señales específicas, tales como el desequilibrio 

de auxinas y el estrés que puede resultar en la supresión de la represión del desarrollo 

embriogénico mediada por la cromatina. El programa embriogénico producto de la 

autorregulación bajo condiciones fisiológicas permisivas garantiza el establecimiento de la 

autotrofía de auxinas y su polaridad {Fehér, 2008). 

Cada embrión somático pasa por estadios similares de desarrollo que aquellos 

procedentes de la embriogénesis cigótica (Dodds y Roberts, 1982), y pueden iniciarse de 

poblaciones de células de tejidos del esporofita o del gametofito (Williams y Maheswaran, 

1986). Los estadios de desarrollo comunes para ambos procesos embriogénicos 

(somático y sexual) son por lo general la etapa globular, la etapa de corazón (que en las 

monocotiledóneas corresponde a la etapa escutelar) y la etapa de torpedo en 

dicotiledóneas (Ziimmerman , 1993). En la embriogénesis cigótica se tiene al cigoto antes 
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de la etapa globular, mientras que en la embriogénesis somática se tiene una sola célula 

somática, la cual muestra su patrón embriogénico desde su primera división (Willíams y 

Maheswaran, 1986). 

Los estadios comparativos de embriogénesis somática entre monocotiledóneas y 

dicotiledóneas muestran que hay ciertas diferencias entre ambos procesos, Figura 1.3; 

por ejemplo, en el estadio globular, los embriones somáticos son fácilmente confundidos 

con brotes meristemáticos, y puede ser difícil identificar que la embriogénesis se está 

llevando a cabo. Sin embargo, los embriones de las monocotiledóneas dan lugar a brotes 

discretos a partir de cuerpos globulares, que a medida que crecen, se desarrollan 

estructuras similares a un escutelo y coleóptilo, a diferencia de los brotes adventicios que 

forman un grupo de hojas. Los embriones sometidos desarrollan un polo apical y radicular 

y son discontinuos con el callo subyacente (George et al. 2008). 

Dicotiledóneas 

I Reg~óndt!l 
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Pro-embfton 
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Figura 1.3.-Estadios de embriogénesis en dicotiledóneas y monocotiledóneas (George et al. 

2008). 
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Se ha observado que el contenido de auxinas y de nitrógeno en el medio de cultivo 

son generalmente dos de los factores más importantes en la inducción de la 

embriogénesis somática (Dodds y Roberts, 1982). De igual importancia es la 

concentración endógena de fitohormonas en el explante, ya que ello influye en la 

capacidad embriogénica (Carman, 1990). Existen evidencias de que las concentraciones 

externas de auxinas o el balance auxinas/citocininas en el cultivo primario de cultivo, es 

crítico para la inducción de la actividad mitótica y para la predeterminación epigenética de 

las células involucradas en el desarrollo embriogénico (Evans et al. , 1981). En la mayoría 

de los casos el regulador de crecimiento con acción de auxina 2,4-D (2,4-

diclorofenoxiacético) es usado en la inducción de la embriogénesis somática, pero no es 

el único compuesto utilizado (Toonen y De Vries, 1996). 

Durante la embriogénesis somática la reestructuración del desarrollo de las células 

somáticas hacia la vía embriogénica constituye la base de la totipotencialidad celular en 

las plantas (Raghavan , 2000). Este cambio del desarrollo implica la expresión diferencial 

de genes que confieren a las células somáticas la capacidad de manifestar el potencial 

embriogénico. Así en su conjunto el proceso involucra una plétora de sucesos 

moleculares que abarca no sólo la expresión diferencial de genes, sino las diversas rutas 

de transducción de señales encaminadas a activar/reprimir numerosos conjuntos de 

genes, muchos de los cuales están por ser identificado y caracterizado. 

La caracterización de genes durante el desarrollo embrionario, la maduración y la 

germinación ha permitido la identificación de distintos clases de genes (Dure 111 1985; 

Goldberg et al., 1989) . Estos genes pueden ser divididos en 5 clases principales de la 

siguiente manera: 

• Clase 1: expresados constitutivamente cuyos productos están presentes en todos 

los estados y su función es requerida durante el crecimiento normal de la planta. 

Estos genes tienen funciones de mantenimiento esenciales para muchas células 

vegetales, incluyendo a los del embrión. 

• Clase 2: específicos del embrión cuya expresión está restringida al embrión 

propiamente, y finaliza antes o con la germinación. 
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1.1.6.5.8.- FACTORES QUE AFECTAN LOS PROCESOS 

MORFOGÉNICOS 

Para optimizar la frecuencia y calidad de la embriogénesis somática así como la 

inducción de la organogénesis, es necesario considerar factores intrínsecos y extrínsecos 

del explante. Los int rínsecos incluyen el genotipo, el estadio de desarrollo de la planta 

donadora, el tipo y estado fisiológico del explante. Los extrínsecos comprenden el entorno 

del medio de cultivo, el suministro de nutrimentos orgánicos e inorgánicos, fitohormonas, y 

las condiciones físicas, como el pH, humedad, temperatura y potencial osmótico (Ramage 

y Williams, 2002) . 

1.1.6.5.9.- EL GENOTIPO 

Uno de los factores que más influye en la respuesta a la morfogénesis in vitro es el 

genotipo. Algunas especies o cultivares regeneran brotes o producen embriones 

somáticos con una estimulación exógena relativamente pequeña, mientras que en otros 

casos es más difícil promover el estímulo morfogénico. Incluso, dentro de la misma 

especie existen notables diferencias entre subespecies, variedades y/o cultivares, por lo 

que la formulación de un simple medio de cultivo que es adecuada para un cultivar, 

frecuentemente es inadecuada para la estimulación de morfogénesis en otro cultivar. Así 

hay especies de ciertas familias que son particularmente difíciles de regenerar ya sea por 

vía embriogénica u organogénica (Ramage y Williams, 2002). 

1.1.6.5.1 0.-EL EX PLANTE 

La edad fisio lógica del explante es de gran influencia en la morfogénesis, por ello 

cuanto más joven e indiferenciado sea éste, mejor será su respuesta in vitro. En 

consecuencia, los meristemos apicales y axilares se usan ampliamente en numerosas 

especies (Taji et al., 2002) . 

Respecto al tamaño del explante, cuanto más grande sea éste, mayores serán las 

posibilidades de inducir la proliferación de callos o la regeneración directa de órganos; sin 

embargo, también aumentan las posibilidades de contaminación por microorganismos. Es 

necesario tener en cuenta que existe un tamaño mínimo del explante, que depende de la 
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especie y del objetivo que se persiga, por debajo del cual no es fácil lograr el 

establecimiento de los cultivos. Los explantes muy pequeños suelen requerir del empleo 

de medios de cultivos complejos (Taji et al., 2002). 

La época del año es un factor que suele tener efecto sobre la respuesta a la 

micropropagación y que generalmente se asocia con el grado de dormancia que 

presentan ciertos explantes y la posibilidad de mayor o menos proliferación de 

microorganismos (Molina et al., 2002). 

1.1.6.5.11.-AMBIENTE QUÍMICO: MEDIO DE CULTIVO Y SUS 

COMPONENTES 

El éxito de cultivos de tejidos depende, en gran medida, del medio de cultivo 

utilizado. El medio de cultivo no solo debe proporcionar los macro y micronutrientes, sino 

una fuente de carbohidratos, normalmente sacarosa, para reemplazar el carbón que fijan 

las plantas de la atmosfera por la fotosíntesis . Los mejores resultados se obtienen 

adicionando algunos compuestos orgánicos (vitaminas, aminoácidos, etc.,) y 

fitofitohormona (Williams, 1993). 

Murashigue (1962), estableció que los principales componentes del medio de 

cultivo pueden agruparse en: (1) sales inorgánicas, (2) sustancias orgánicas, (3) 

compuestos no definidos de origen natural, y (4) materiales inertes de soporte. Por su 

parte, Gamborg (2002) considero que los ingredientes de un medio nutritivo comprende 5 

grupos: nutrientes inorgánicos, fuente de carbono, vitaminas, reguladores de crecimiento 

y suplementos orgánicos. 

Son varias las variables que determinan el éxito del establecimiento de un cultivo 

in vitro. Entre las variables pueden mencionarse: la importancia del establecimiento de un 

cultivo estéri l, la concentración y balance de los reguladores vegetales usados (auxinas­

citocininas) balance que permite "dirigir" en cierta medida diferentes respuestas 

morfológicas y el desarrollo del tejido (Robles, 1996). 
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1.1.6.5.12.-MACRONUTRIENTES 

Los macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg y S) proporcionan los elementos más 

indispensables para el desarrollo de las plantas y constituyen al menos el 0.1% del peso 

de la materia seca de las plantas. El paso más importante en el manejo de un medio de 

cultivo es la selección de estos iones su concentración y balance (George y Sherrington, 

1984). 

Comúnmente el N se suministra como una mezcla de iones nitrato (N03) y amonio 

(NH/). En forma de iones amonio éste se puede incorporar directamente a las 

macromoléculas, mientras que los nit ratos deben ser reducidos antes de su incorporación. 

En concentraciones elevadas, los iones amonio pueden ser tóxicos y ocasionar la 

acidificación del medio, además de causar problemas de vitrificación. Por otra parte, el 

fosforo normalmente se suministra como ion fosfato y altas concentraciones pueden 

producir la precipitación de elementos en fosfatos insolubles (Gamborg 2002). 

1.1.6.5.13.-MICRONUTRIENTES 

Los elementos hierro, magnesio, zinc, cobre, molibdeno, yodo, boro, cobalto y 

níquel son requeridos en pequeñas cantidades para el desarrollo de las plantas y actúan 

como cofactores e inductores de la síntesis de enzimas. El hierro se agrega al medio de 

cultivo como sustratos de hierro, combinado con el ácido etilendiaminotetracético (EDTA). 

El complejo EDT A-Fe permite la liberación lenta y continua de este elemento al medio, sin 

este complejo el hierro puede precipitarse como óxido de hierro (Gamborg 2002) . 

1.1.6.5.14.-VITAMINAS Y MINERALES 

Las vitaminas son compuestos químicos requeridos por las células vegetales para 

realizar papeles catalíticos en el metabolismo. De manera natural, las plantas son 

capaces de sintetizar sus propios requerimientos, pero bajo condiciones heterotróficas de 

cultivo in vítro no necesariamente ocurre así (George y Sherrington, 1984). Generalmente, 

la cantidad de las vitaminas sintetizadas, incluso en tejidos y células fotosintéticas activos, 

son insuficientes para asegurar el suministro. Por lo tanto, las vitaminas del grupo B como 
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tiamina, piridoxina y ácido pantenoico, así como también la biotina y mio-inositol, deben 

adicionarse al medio de cultivo (Razdan, 2003). 

El ácido ascórbico (vitamina C) es benéfico en algunos casos, debido 

probablemente a su capacidad para actuar como un agente reductor y para retrasar la 

formación y oxidación de compuestos fenólicos, que inhiben el crecimiento (Stasolla, et 

al., 2006) . 

Los aminoácidos abastecen a las células vegetales con una fuente de N disponible 

rápidamente y su absorción es más rápida que el N inorgánico del mismo medio. Al 

parecer no todos los aminoácidos son importantes para el desarrollo de tejidos in vitro y 

los requerimientos varían de acuerdo al tejido u órgano. El aminoácido más utilizado es la 

glicina pero su inclusión no es esencial. La caseína hidrolizada se puede emplear como 

una fuente económica de una mezcla de aminoácidos. También en algunos casos se 

puede utilizar la arginina, la aspargina, el ácido aspártico, la alanina, el ácido glutámico y 

la prolina (Gamborg 2002). 

1.1.6.5.15.-FUENTE DE CARBONO 

La fuente de carbono es un componente importante en cualquier medio de cultivo 

y es esencial para el desarrollo heterotrófico del material vegetal in vitro, ya que las 

condiciones de cultivo son poco apropiadas para la fotosíntesis. La sacarosa como fuente 

de carbono, es fácilmente asimilable por las células vegetales, ya que se transporta de 

manera natural, y es relativamente estable además de ser económica, por lo tanto, es la 

más comúnmente utilizada. No obstante pueden emplearse otros carbohidratos como 

glucosa, maltosa, galactosa y sorbitol (Razdan, 2003). 

1.1.6.5.16.-AGENTES GELIFICANTES 

Los medios de cultivo pueden manejarse en forma líquida o semisólida, 

dependiendo del objetivo que se persiga. La condición semisólida del medio se logra 

adicionándole agar (producido a partir de algas marinas), que es el gelificante más 

comúnmente empleado (Gamborg 2002). 

El agar disuelto forma un gel capaz de retener el agua y adsorber compuestos. Si la 

concentración de agar se incrementa, resulta más difícil para los explantes establecer 
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contacto con los componentes del medio, lo cual limita si absorción . El tipo y la 

concentración de agentes gelificantes pueden afectar sustancialmente la efectividad de 

varios sistemas de cultivo de tejidos (Gamborg 2002). 

1.1.6.5.17.-REGULACIÓN HORMONAL DE LA MORFOGÉNESIS in vitro 

En el cultivo de tejidos vegetales in vítro, la manipulación eficiente de la morfogénesis . 
depende en gran medida del uso apropiado de reguladores de crecimiento (Jiménez, 

2005). Los estudios sobre la función de los reguladores de crecimiento llegan a ser 

complejos debido a que varios de ellos típicamente actúan de forma conjunta con otras y 

sus concentraciones en la planta cambian con el tiempo, estación y etapa de desarrollo. 

Algunos reguladores de crecimiento son sintetizados localmente por las células para su 

propio consumo, mientras que otros son sintetizados en un órgano y transportados a otras 

partes de la planta para una acción específica. Los reguladores de crecimiento se 

producen en las plantas, pero se han identificado versiones naturales y sintéticas de estos 

que se suministran comúnmente a cultivos de células y tejidos (Jiménez, 2005) . 

La adición de reguladores de crecimiento al medio de cultivo induce la respuesta 

que se desea de los tejidos vegetales. Los diferentes análogos de fitohormonas tienen 

diversos efectos dependiendo de la estructura química, tejido vegetal y genotipo. Algunas 

veces es necesario mezclar varios reguladores de crecimiento o dar tratamientos 

secuenciales con estos para obtener los resultados deseados. Existen cinco principales 

grupos de reguladores de crecimiento endógenos: auxinas, citocininas, giberelinas, ácido 

ascórbico y etileno. La mayoría de estos grupos tienen múltiples funciones en el desarrollo 

vegetal y se emplean para manipular la morfogénesis en el cultivo de tejidos vegetales 

(Jiménez, 2005) . 

1.1.6.5.1 8.-AUXINAS 

Las auxinas modulan diversos procesos del crecimiento y desarrollo de la planta, 

tales como: respuestas trópicas a la luz y a la gravedad, arquitectura del tallo y de la raíz, 
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desarrollo de órganos y sistema vascular y determinación del eje apical-basal en las 

células y en la totalidad de la planta (Normanly et al., 2005) . 

Los ensayos sobre la actividad de estos compuestos se hallan entre los más 

antiguos dentro del campo de la fisiología vegetal (Woodward y Bartel 2005) . Fruto de 

estos ensayos se descubrió el ácido indol-3-acético (IAA). Este compuesto es ubicuo en 

los tejidos vegetales, y activo a concentraciones nanomolares (Pencik et al. , 2009) . Se 

han descubierto otros compuestos naturales con actividad auxínica , aunque parece que 

esta depende de la posibilidad de que sean transformados por el tejido en IAA (Barceló et 

al. , 2005) . El ácido indol-3-butírico (IBA), es también una auxina indólica. Pese a que en 

un principio se creyó que era un compuesto sintético, posteriormente detecto en tejidos 

vegetales (Bartel et al., 2001). Esta auxina ha demostrado ser más efectiva en la 

inducción de raíces laterales tanto in vitro como ex vitro, y es empleada a nivel comercial 

con este propósito (Zolman et al., 2000). 

En este sentido, se han comercializado y se usan habitualmente en el cultivo in 

vitro de tejidos vegetales dos compuestos sintéticos con gran actividad auxínica: el ácido 

1-naftalenacético (NAA) y el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Woodward y Bartel 

2005) . 

1.1.6.5.1 9.-CITOCININAS 

Las citocininas (CCs) son un grupo de reguladores de crecimiento implicadas en el 

control del desarrollo de las plantas (Nóvak et al., 2008) . Desde su descubrimiento (Miller 

et al., 1955) se ha demostrado su participación diversos procesos fisiológicos como la 

senescencia foliar, la movilización de nutrientes, la dominancia apical, la formación y 

actividad de los meristemos del ápice caulinar, el desarrollo floral, la ruptura de la 

dormición de las yemas, el control de los estomas, la formación de cloroplastos y la 

germinación de semillas (Mok et al., 2000; Rivera et al., 2009). Además, regulan muchos 

procesos celu lares, destacando el control de la división celular (Kyozuka 2007). 

Las ces naturales que se producen en los tejidos vegetales son diversas, 

aceptándose la presencia de dos grupos químicos: los conformados a base de adenina y 

los que son a base de fenilureas. 
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Las CCs derivados de la adenina con una cadena lateral o sustituyente unida al 

grupo amino 6 del anillo purnínico, puede ser de naturaleza isoprenoide o aromática (Mok 

y Mok 2001 ; Segura, 2000). La trans-zeatina (tZ) es un ejemplo de una CC isoprenoide, 

es la ce más abundante en los tejidos vegetales. La abundancia de otras ces 

isoprenoides como la N6-isopenteniladenina (iP), la cis-zeatina (cZ) o la dehidrozeatina 

(DHZ) varía según la especie (Voller et al., 201 O). 

Mientras que las ces isoprenoides son ubicuas en las plantas, las ces aromáticas 

representadas por la citocinina, N6 -benciladenina (BA), y sus derivadas hidroxilados, las 

Topolinas solo han sido identificadas en un limitado grupo de taxones (Strnad et al. , 

1997). Las ces pueden encontrarse en las plantas como bases libre o formando 

conjugados con diversos compuestos químicos que se unen al anillo de purina en su 

cadena lateral. Las principales formas conjugadas son los ribósidos, los ribonucleótidos y 

los glucósidos (Sakakibara, 2006) . La aplicación exógena de ces solas o en combinación 

con auxinas para la regeneración in vitro de tallos adventicios ha sido ampliamente 

descrita tanto en angiospermas (Moncaleán et al., 2001; Lu 2002) como en gimnospermas 

(Mata Rosas et al., 2001; Sul y Korban 2005). Pero la morfogénesis in vitro implica 

complejos mecanismos de regulación, que incluyen tanto a los reguladores de crecimiento 

aplicados exógenamente como a los presentes en los propios tejidos vegetales (Auer et 

al., 1999; Fehéret a/., 2003). 

En el caso de ces del segundo grupo, a base de fenilureas, destaca la presencia 

de la Difenilurea y algunos derivados de ésta, casos puntuales de moléculas como 

Forclorfenurón (CPPU) o Thidiazurón (TDZ). 

El TDZ es uno de los sustitutos de urea estudiados por su actividad citocinina y se 

considera el más potente de las difenilureas que se han evaluado para su uso en el cultivo 

de tejidos vegetales. Concentraciones bajas del orden de <1 IJM pueden inducir la 

producción de yemas axilares más que otras citicininas, pero puede inhibir el 

alargamiento, para evitar esto es necesario transferir los brotes a un medio de cultivo que 

contenga bajas concentraciones de TDZ y/o una citocinina menos activa (Gamborg 

2002) . 
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Las concentraciones mayores a 11JM pueden estimular la formación de callos, 

brotes adventicios e incluso embriones somáticos. El principal efecto no deseado del TDZ 

es la formación de brotes fasciados en algunas especies (Tomsome et al., 2004). 

En las orquídeas se ha reportado la inducción de la embriogénesis somática con 

citocin inas, como en Dendrobium (Chung et al., 2005), Phalaenopsis (Kuo et al., 2005); 

(Chen et al., 2005), Oncidium (Chen et al., 1999); (Chen y Chan 2001), y Cymbidium 

(Huan et al., 2004), entre otras, y ha sido considerada ·un sistema satisfactorio de 

propagación en estas, además de que proporciona un sistema modelo para estudiar la 

fisiología y morfología del desarrollo temprano de estas (Zimmerman, 1993) y para la 

obtención de plantas transgénicas. 

La combinación de ambas técnicas, organogénesis y embriogénesis somática in 

vitro, ayudaría a mejorar la rentabilidad de determinados procesos como en el caso de la 

multiplicación de plántulas por organogénesis y la clonación de estas por embriogénesis 

somática, que incrementarían el número de clones generados (Kim et al., 2009; Siva et 

al., 2009) . Asimismo, la combinación de vías de propagación in vitro puede posibilitar el 

desarrollo de procesos de otra manera inviables. Un ejemplo en este sentido sería la 

aplicación de t ratamientos organogénicos para revigorizar el material vegetal como paso 

previo a la inducción embriogénica en tejido adulto de angiosper!llas (San-José et al., 

2010). 
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1.1.7.- TRANSFORMACIÓN GENÉTICA DE PLANTAS 

Esto puede ser definido como la transferencia de genes extraños de organismos 

(plantas, virus, bacterias, o animales) dentro de un nuevo material genético. En plantas la 

transformación exitosa requiere la obtención de plantas normalés y fértiles que expresen 

los genes insertados. El proceso de inserción implica distintas etapas como inserción, 

integración, expresión y heredabilidad del nuevo ADN (Webb y Morris, 1992). La mayoría 

de las plantas transgénicas, han sido obtenidas usando dos métodos generales: la 

transformación mediada por Agrobacterium y la transferencia directa de ADN, esta última 

involucra métodos como bombardeo por partículas, la microinyección y la electroporación 

(Fisk y Dandekar, 1993). La transformación puede ser indirecta o mediada por agentes 

biológicos virus o bacterias en especial Agrobacterium. Este sistema de transformación 

es específico de plantas, principalmente dicotiledóneas, y a pesar de tener limitaciones en 

su uso es el que más éxitos ha propiciado. 

La ingeniería genética de orquídeas ofrece una efectiva vía para la obtención de 

nuevos cultivares resistentes a enfermedades y en consecuencia se disminuiría el uso de 

fungicidas, y bactericidas los cuales son tóxicos en mayor o menor grado. Las orquídeas 

se ven amenazadas por diferentes patógenos como virus, bacterias, hongos y en muchas 

ocasiones infectadas por insectos. Uno de los casos más graves para las plantas de 

ornato es el que presentan Colletotrichum sp., el cual provoca antracnosis, esto induce al 

desprendimiento de hojas hasta que la planta muere (Cabrera, 2002). En los últimos 10 

años, se han reportado muchos trabajos de transformación genética para Dendrobium 

(Kuehnle y Sugii, 1992; Men et al., 2003), Cymbidium (Yang et al., 1999), Cattleya, 

Brassia y Doritaenopsis (Knapp et al., 2000). 
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1.1.7.1.- MÉTODOS DE TRANSFORMACIÓN 

Los métodos de transformación utilizados para orquídeas son bombardeo de partículas, 

transformación mediante Agrobacterium, a través de polen y electroporación (Mudalige y 

Kuehnle 2004) . Aunque los dos primeros son las más utilizados. 

1.1.7.2.- TRANSFORMACIÓN MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens 

Las especies de Agrobacterium son conocidas como los únicos organismos 

capaces de transferir genes entre reinos. Esta bacteria de suelo, Gram negativa, es 

patógeno de una amplia gama de plantas, al infectar inicia la formación de tumores en la 

mayoría de dicotiledóneas y algunas especies de monocotiledóneas (DeCieene y DeLay, 

1976). Los tumores así formados no requieren en lo sucesivo de la presencia de la 

bacteria para su proliferación (White y Braun, 1942), manifestando con ello que las célu las 

de la planta han sido transformadas genéticamente. Los factores requeridos para la 

formación de tumores en el huésped están codificados por los genes presentes en el 

plásmido de inducción de tumor, conocido como plásmido Ti de las cepas virulentas de 

Agrobacterium. El plásmido Ti también sirve como fuente de ADN de transferencia (ADN­

T) , que es una región de ADN que es importada hacia la célula vegetal e integrada en el 

ADN del cromosoma del huésped. La expresión de los genes bacterianos cod ificados por 

el ADN-T en las células del huésped resulta en la producción de enzimas que catalizan la 

síntesis de algunas fitohormonas (auxinas y citocininas), que son responsables del 

crecimiento tumoral y la formación de aminoácidos conjugados con azúcares, 

denominados opinas. Debido a que las opinas sirven como fuente de carbón y algunas 

veces como fuente de nitrógeno para Agrobacterium hasta la exclusión de otros 

microorganismos, estos compuestos proporcionan una ventaja selectiva para esta especie 

(Tempe ' y Petit, 1982). La capacidad de poder transferir genes a las plantas ha sido 

utilizada para desarrollar a Agrobacterium tumefaciens como un vector para la 

manipulación genética. Mediante ingeniería genética los fragmentos de ADN de interés 

son primero clonados en la región del ADN-T del plásmido desarmado, luego es 

introducido en Agrobacterium y subsecuentemente transferidos a la célula vegeta l. De 

estos plásmidos desarmados los genes responsables del crecimiento del tumor han sido 

removidos, asegurando con ello que las células transformadas puedan ser regeneradas 
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en plantas fértiles que transmiten el ADN transferido por ingeniería genética a su progenie 

(Newell, 2000). Por estos medios, el rango de huéspedes de Agrobacterium se ha 

extendido para incluir a otras especies de bacterias así como hongos e incluso algunas 

células de mamíferos (Lacroix et al., 2006). Normalmente, bajo condiciones de laboratorio, 

plantas recalcitrantes (lshida et al., 1996; Chen et al., 2006), hongos (Abuodeh et al. , 

2000), e incluso algunas células humanas (Tzfira et al., 2006) pueden ser transformados 

por Agrobacterium. La transformación mediada por Agrobacterium sirve como un sistema 

modelo para estudiar el reconocimiento de hospedero-patógeno y la liberación controlada 

de macromoléculas a células blanco. La interacción entre Agrobacterium y la célula 

vegetal puede dividirse en varios pasos: reconocimiento, expresiones de genes de 

virulencia (Vir'), fijación a la célula del huésped, importación de los factores vir y ADN-T a 

la célula del huésped, e integración del ADN-T en el cromosoma (Figura 1.3). 

Plant cell 

Agrobacterium 

....... ....... -

Figura 1.5.- Informac ión general de la interacción Agrobacterium-planta. 1. Señales de la 
Planta, 2. Activac ión de VirAIG, y, 3. Síntesis del ADN-T y expresión de genes vir en 
Agrobacterium. 4. A través de un sistema de secreción bacteriano tipo IV (T4SS) el ADN-T y 
las proteínas Vir son transferidas a la célula de la planta para acoplar el complejo de 
proteínas de ADN-TNir. 5. El complejo ADN-T es importado al núcleo de la célula huésped 
en la cual 6. El ADN-T pasa a ser integrado a los cromosomas del hospedero mediante 
recombinación ilegítima (Pitzscheke y Heribert, 2010). 
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1.1.7.3.- RECONOCIMIENTO DE LAS CÉLULAS VEGETALES COMO 

ANFITRIÓN POR Agrobacterium 

Las cepas de Agrobacterium se distribuyen ampliamente en el suelo. La mayoría 

de aislados no portan el plásmido Ti, son capaces de viv!r independientemente de la 

planta hospedera. Sin embargo, las opinas que inducen la formación de agallas o 

tumores son una fuente de alimento específico para Agrobacterium, la capacidad de las 

cepas de dicha bacteria para inducir este tipo de tumores es una clara ventaja selectiva. 

Sin embargo, debido a que la transformación de las células vegetales es un proceso 

complejo y con gran demanda de energía, la expresión de genes Vir debe ser 

cuidadosamente regulada. La identificación de genes vir, que son necesarios para la 

virulencia, pero que están fuera del ADN-T (Stachel y Nester, 1986), fue un paso 

importante para comprender el proceso de transformación. Con excepción de los genes 

virA y virG, se encontró que los genes vir están esencialmente silenciados a menos que 

la bacteria sea cultivada con células vegetales (Stachel y Nester, 1986). Aunque la 

inducción de los genes vir depende de las moléculas exudadas por la planta, para la 

transformación es necesaria su unión con las células vegetales y ello esta mediado por 

genes codificados en el cromosoma de Agrobacterium (Douglas et al., 1982). Así, el 

reconocimiento del hospedero por Agrobacterium que resulta en la transformación es 

mediado por dos procesos independientes: la activación de los genes Vir y la unión a la 

célula huésped. 

1.1.7.4.- EXPRESIÓN DE LOS GENES VIR DE Agrobacterium 

La activación de genes vir por factores de la planta requiere dos genes, virA y virG 

(Stachel y Nester, 1986), que se expresan constitutivamente a un nivel basal, pero que 

pueden ser altamente inducidos (Winans et al., 1988). Los genes virA y virG codifican un 

sistema de dos componentes que se fosforilan, las proteína VirA es un sensor unido a 

membranas y VirG es el regulador de respuesta intracelular (Wolanin et al., 2002) . 

Durante la señalizacion, la cinasa de histidina VirA transfiere su grupo fosfato a un 

residuo de aspartato (Asp) específico de VirG, con lo cual VirG se activa para cumplir su 
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función como factor de transcripción. La proteína fosforilada VirG se une a secuencias 

específicas de 12 pb del ADN de la región de los promotores de genes vir (cajas vif) , 

activando así la transcripción (Brencic y Winans, 2005). Las señales percibidas por VirA 

son los fenoles, monosacáridos aldosa, pH acido, y bajas concentraciones de fosfato 

(Palmer et al. , 2004; Brencic y Winans, 2005). Los fenoles son indispensables para la 

inducción de los genes vir, mientras que las otras señales sensibilizan a VirA para la 

percepción de los fenoles, por ejemplo los azúcares permiten la inducción del sistema 

VirNVirG a concentraciones mucho más bajas de fenal e incrementan la respuesta por 

varias veces (Shimoda et al., 1990). La identificación de fenoles, tales como la 

acetosiringona, como inductores de la expresión de los genes vir se logró mediante el 

análisis de exudados de raíz y protoplastos de hoja (Stachel et al., 1985). La 

acetosiringona se utiliza de manera rutinaria para incrementar la eficiencia de 

transformación de las células vegetales mediada por Agrobacterium. La capacidad del 

sistema VirNVirG para reconocer una diversidad de fenoles y azúcares es una de las 

posibles explicaciones para el amplio rango de hospederos que presenta Agrobacterium. 

1.1.7.5.- SITIOS DE ENTRADA DE Agrobacterium EN LA PLANTA 

En la naturaleza, Agrobacterium penetra los tejidos que presentan lesiones (Braun , 1952). 

Una herida puede ser la simple puerta de entrada, sin embargo, otros procesos 

específicos que se originan en dichos sitios pueden facilitar la transformación: las heridas 

secretan compuestos tales como fenoles y azúcares que inducen la expresión de genes 

vir. Además, estos últimos actúan como atrayentes quimiotácticos de Agrobacterium. Así, 

características específicas de las heridas tales como la alta actividad de la vía de los 

fenilpropanoides, el pH bajo y los azúcares asociados con a la síntesis/reparación de 

pared celular se correlacionan con el incremento en la eficiencia de transformación 

(Baron y Zambryski, 1995). No obstante, la transformación también se puede dar en las 

plantas que no presentan heridas, esto es, con cultivos de Agrobacterium creciendo en 

medios de pre-inducción (Escudero y Hohn, 1997), al parecer Agrobacterium ha 

optimizado el sistema VirNVirG para responder a las señales de los sitios de la herida. Se 

cree que la actividad de división celular en los sitios de las heridas es de igual 

importancia para la transformación (Braun, 1952). Sin embargo, las células en la zona de 

elongación de la raíz resultaron ser las más altamente transformables (Yi et al., 2002) . Las 
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células de esta zona no son meristemáticas por lo que no están en un ciclo celular 

normal, sino más bien se sabe están en ciclos de endoreduplicación. 

1.1.7.6.- ADHESIÓN DE Agrobacterium A LA CÉLULA HOSPEDERA 

Debido a que el ADN-T y las proteínas de A. tumefaciens han de ser transferidas a 

las células vegetales, se requiere de una íntima asociación entre el patógeno y las células 

del hospedero previo a la transformación. La adhesión específica de A. tumefaciens a las 

células vegetales no depende del plásmido Ti (Douglas et al., 1982; Neff y Binns, 1985). 

La transformación es facilitada por los genes codificados por el cromosoma bacteriano 

chvA, chvB y pscA (exoC), que participan en la síntesis y localización del 13-1 ,2 glucano 

periplásmico (McCullen y Binns, 2006). 

Estudios recientes han mostrado que la exposición de las células de A. tumefaciens a 

fracciones solubles de pectinas de pared celular de origen vegetal, reduce tanto la 

adhesión de Agrobacterium a las células del hospederas como la frecuencia de inducción 

de tumores (Gelvin, 2000), lo que sugiere de la presencia de componentes tipo-receptor, 

aún por ser identificados. Los posibles candidatos son los dominios-BTI de proteínas que 

han sido aisladas como resultado de la búsqueda de proteínas Vir82-que interactúan 

entre ellas. Debido a su incremento temporal seguidamente a la infección por 

Agrobacterium y su localización preferencial en la periferia de las células de la raíz, se ha 

sido propuesto la existencia de un contacto directo de BTI1 con el T-pilus de 

Agrobacterium en la interacción inicial de Agrobacterium con células vegetales (Hwang y 

Gelvin , 2004) . 

1.1.7.7.- SECRECIÓN DEL ADN-T Y PROTEÍNAS VIR DE Agrobacterium 

DENTRO DE LA CÉLULA DE LA PLANTA 

Después de la activación de genes vir y la adhesión de Agrobacterium a las 

células vegetales, un complejo transportador formado por las proteínas de VirB y VirD4 

facil ita que las proteínas Vir y el ADN-T atraviesen la membrana bacteriana interna, la 

capa de peptidoglucanos y la membrana externa, así como la pared y la membrana 

celular de la célula vegetal del hospedero. El complejo VirB pertenece al sistema de 

secreción de clase tipo IV (T4SS), que se encuentra en una amplia gama de bacterias 
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Gram-negativas y que participa en la transferencia de plásmidos entre bacterias mediante 

la conjugación, así como la translocación de factores Vir del patógenos a las células 

huésped durante la infección (Cascales y Christie, 2003). El complejo de VirB está 

integrado por al menos 12 proteínas: Vir81-11 y VirD4, y es necesario para la virulencia. 

Las proteínas se asocian con la envoltura celular y forman una estructura de múltiples 

unidades que se extienden a toda la envoltura (Christie et al., 2005). Los factores 

bacterianos transportados a las células huésped por el complejo de VirB incluye al ADN­

T-VirD2, VirE2, VirE3, VirF y VirD5 (Vergunst et al., 2005). VirE2 corta' la hebra de ADN-T 

en las repeticiones de 25 nucleótidos de longitud que bordean el ADN-T y VirD2, después 

se une covalentemente al extremo 5' del ADN-T. VirD2 parece ser transportado 

conjuntamente con el ADN-T a la célula vegetal, en donde está involucrada en la 

importación e integración nuclear del ADN-T en el genoma del hospedero. Vir E2 es una 

proteína de unión a ADN de cadena sencilla que puede cubrir toda la longitud de la hebra 

T del ADN in vitro (Christie et al., 1988; Citovsky et al., 1992). Es probable que interactúa 

con ADN-T en el citoplasma de células vegetales y también tenga funciones de 

importación nuclear e integración (Gelvin, 2003) . Curiosamente, el complejo de VirB/04 

no puede sólo transportar el ADN-T derivado de Ti, sino también el plásmido RSF1 01 O de 

amplio rango para plantas u otras especies de Agrobacterium, mostrando que intermedios 

conjugativos también deben ser los sustratos (Beijersbergen et al., 1992). 

1.1.7.8.- IMPORTACIÓN DE LOS FACTORES VIR DE Agrobacterium A LAS 

CÉLULAS HOSPEDERAS 

El sistema de secreción del complejo proteico T4SS codificado por el gen virB de 

A. tumefaciens transporta los sustratos a través de la envoltura de la célula bacteriana. 

Ciertos motivos en el extremo e-terminal parecen ser necesarios para la exportación de 

sustratos específicos. Estas señales de exportación participan en la interacción de los 

sustratos con el sistema T4SS. La región e-terminal de VirF, VirE2 y VirE3 es suficiente 

para mediar el transporte de proteínas de fusión a las plantas (Vergunst et al. , 2000). El 

tamaño mínimo de VirF necesario para dirigir la translocación de proteínas a las plantas 

es de 1 O aminoácidos (Vergunst et al., 2005), de donde la secuencia consenso mínima, 

R-X (7) - R - X-R-X-R, es necesaria para la secreción de sustrato por el complejo de VirB 

del que podría derivar (Vergunst et al., 2005). 
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1.1.7.9.- ENTRADA DE FACTORES DE Agrobacterium A LA CÉLULA DEL 

HOSPEDERO 

No está claro hasta ahora cómo es que las proteínas Vir y el complejo ADN-T 

atraviesan la pared celular y las barreras de la membrana del hospedero. En la 

transferencia de plásmidos mediada por el sistema secretor T4SS, el pilus permite la 

interacción entre donador y receptor, formándose una fusión entre las membranas para 

permitir el paso (Schroder y Lanka, 2005). No se conoce el mecanismo por cual el 

conjugado intermediario atraviesa la pared bacteriana y la membrana interna. Menos aún 

se conoce como se da la transferencia mediada por VirB através de las barreras de la 

célula del hospedero. El enorme rango de hospederos transformados por Agrobacterium 

sugiere que la especificidad de la interacción hospedero-patógeno requerida para abrir la 

pared y las barreras de la membrana celular del hospedero no es tan importante como se 

esperaba (Pitzchke y Hirt, 201 O). 

1.1.7.10.- TRANSPORTE NUCLEAR DEL COMPLEJO ADN-T 

Dos proteínas que interactúan con VirE2 son VIP1 y VIP2. La función de VIP1 es 

servi r de enlace entre VirE2 y la proteína vegetal importina a-1 (IMPa-1), facilitando así el 

importe al núcleo vegetal de VirE2 y su asociación con el ADN-T. Esta función puede ser 

complementada parcialmente por VirE3, que es similar a VIP1, ya que se comprobó que 

era capaz de unirse a VirE2 y IMPa-1 (Lacroix et al., 2005). In vitro, VIP1 forma complejos 

ternarios con VirE2 y ADN de cadena sencilla (Tzfira et al., 2001) . El análisis de la 

mutante vip1-1de Arabidopsis, que produce una proteína VIP1 truncada, reveló que la 

región e-terminal de la proteína es necesaria para la transformación estable pero 

prescindibles para transformación transitoria (Li et al., 2005). VIP1 es una proteína móvil 

con tránsito citoplasma-nuclear de una manera dependiente del estrés (Djamei et al. , 

2007). La otra proteína de interacción-VirE2, VIP2, muestra una localización nuclear (Tian 

et al., 2004). El rasgo más característico de VIP2 es un dominio NOT (negativo en TATA­

menos), haciendo a la proteína VIP2 un posible represor transcripcional (Anand et al. , 

2007). 
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La información sobre algunos aspectos de VirE2 sigue siendo algo controvertida. 

Aun cuando Bailas y Citovsky (1997) reportaron la interacción específica de VirE2 con la 

importina IMPa-1 de Arabidopsis y la localización nuclear de VirE2, otros estudios 

mostraron una localización predominante citoplasmática de VirE2 (Bhattacharjee et al., 

2008) y la interacción de VirE2 con varias isoformas de importinas in planta 

(Bhattacharjee et al., 2008). Por otra parte, impa-4, pero no así otras mutantes de 

importina, es recalcitrantes a la transformación. Esta deficiencia puede superarse a través 

de la sobreexpresión ectópica de isoformas heterólogas de importina (Bhattacharjee et al., 

2008). 

Una posible explicación de las diferencias reportadas de la localización de VirE2 

podría encontrarse en la translocación subcelular dependiente de estrés de la proteína 

VIP1 que interactúa con VirE2. La fosforilación de VIP1 desencadenada por estrés y su 

localización nuclear probablemente dirige a VirE2 hacia el núcleo (Djamei et al. , 2007). 

Así, bajo situaciones de estrés, como ocurre en células bombardeadas, la VIP1 fosforilada 

puede tirar de la VirE2 del citoplasma hacia el núcleo. 

VIP1 interactúa con VirE2 y IMPa-1 . Tzfira et al., (2002) se encontró la interacción 

entre VIP1 y IMPa-1, pero no entre VirE2 y IMPa-1. Por ello, los autores sugirieron que 

VIP1 puede servir como una molécula adaptadora para facilitar la importación hacia el 

núcleo de VirE2 ligada a cadena-T. Sin embargo, por su parte Bhattacharjee et al., (2008), 

encontró que VirE2 puede unirse directamente a todas las isoformas de importinas (IMPa-

1, -2, -3, -4, -7 y -9) en los estudios de interacción Y2H y BiFC. Los resultados 

combinados de Tzfi ra et al., (2002) y Bhattacharjee et al., (2008) sugieren que VirE2 

puede utilizar varios mecanismos celulares para su importación nuclear, creando así 

oportunidades adicionales para la entrada de complejo-T hacia el núcleo. 

1.1.7.11.-INTEGRACIÓN DEL COMPLEJO ADN-T EN EL NÚCLEO 

Es posible que el ADN-T interactúe con la cromatina de la planta para integrarse a esta, 

por ello se piensa que alteraciones en la conformación de la cromatina pueden afectar la 

integración del ADN-T. Mediante estudios genéticos se ha investigado qué proteínas 

relacionadas con la cromatina son importantes para la transformación (Grúa y Gelvin, 

2007). Por ejemplo, con mutantes se han identificado genes en o cercanos a aquellos que 
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transcriben para histonas, entre los cuales están las acetiltransferasas de histonas, o la 

deacetilasa de histona como la mutante rat. A la par, se han examinado alrededor de 340 

mutantes estables mediadas por RNAi en Arabidopsis que muestran el fenotipo rat; estas 

líneas comprenden alrededor de 109 genes de 15 familias relacionados con la cromatina. 

El silenciamiento de 24 de estos genes afines con la conformación de la cromatina, 

resultó en una reducción de la suceptiblildad a transformación (Pitzschke y Hirt, 201 O). 

Dado que el ADN-T se integra al genoma de la planta mediante recombinación 

ilegítima (Mayerhofer et al., 1991), por ello las plantas que presentan sistemas deficientes 

de reparación y recombinación del ADN posiblemente muestren una limitada integración 

del ADN-T. Las mutantes en el metabolismo de reparación del ADN es posible que sean 

hipersensibles a agentes dañinos como UV y la radiación, así como también a antibióticos 

como la bleomicina. Sonti et al (1995) estudiaron mutantes radiosensibles de Arabidopsis 

y analizaron su efecto sobre la transformancion transitoria y estable mediada por 

Agrobacterium. Entre los mutantes que analizaron mediante el ensayo de formación de 

callos resistentes al antibiótico kanamicina, rat5 y uvh1 resultaron ser resistentes a la 

transformación estable pero no asi a la transitoria. Sin embargo, un análisis mas profundo 

por Nam et al., (1 998) confirmó la deficiencia en la transformación estable sólo para rad5, 

pero no así para uvh1 . Además, los resultados de estos autores también evidenciaron que 

RAD5 participa en algún paso antes de la integración del ADN-T, tales como, la 

transferencia del ADN-T o su destino nuclear (Nam et al, 1998). 

La función de las histonas en la transformación se ha reforzado por un estudio 

reciente reportado por Tenea et al., 2009, quienes probaron el efecto de la 

sobreexpresión de varias histonas sobre la transformación en Arabidopsis y la expresión 

del transgen. Los autores proponen que la mayor transformación a través de la 

sobreexpresión de histonas es debido a la protección del ADN-T entrante durante las 

primeras etapas de la transformación. El principal mecanismo por el cual las histonas 

confieren susceptibilidad parece ser conservado, ya que la sobreexpresión de HTA 1 en 

Arabidopsis no sólo mejora la eficiencia de transformación de Arabidopsis (Yi et al., 

2002), sino también en arroz (Zheng et al., 2009). 

Los estudios sobre la proteína KU80 en Arabidopsis subrayan su participación 

activa en la maquinaria de reparación en integración de ADN-T en el hospedero. KU80, es 
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una proteína importante en la unión de los extremos del complejo no-homólogo (Jeggo et 

al., 1999), se une directamente a la doble cadena del ADN-T intermediario (Li et al. , 

2005), que rápidamente se convierte en cadenas-T desde inicios del proceso de infección 

y son intermediarios esenciales de la integración de ADN-T (Tzfira et al., 2004) . Los 

mutantes de KU80 son deficientes en la integración del ADN-T, pero no en la expresión 

transitoria del ADN-T, mientras que la sobreexpresión de KU80 da como resultado mayor 

susceptibilidad a la infección por Agrobacterium e incrementa la resistencia a los agentes . 
dañinos del ADN (Li et al., 2005). Sin embargo, la función de KU80 durante la 

transformación de las células aun no es clara. KU80 ha demostrado ser necesaria 

(Friesner y Britt, 2003) y prescindible (Gallego et al., 2003) para la integración de ADN-T. 

Por otro lado las planta que han sufrido el ataque por Agrobacterium al igual que 

de otros patógenos, perciben a Agrobacterium como un inva·sor y entonces generan la 

"respuesta inmune innata', caracterizada por la expresión de genes de defensa y la 

acumulación de especies reactivas del oxígeno (Pitzschke et al., 2009). Esta reacción se 

logra a través de la percepción de patrones moleculares asociados (PMAP) por 

receptores específicos. Aunque se han aislado varios PMAP, pocos receptores han sido 

identificados. Un estudio reciente por Clauce Coupel et al., 2008 sobre vitronectinas 

indica fuertemente que este grupo de proteínas es poco probable que actúen como 

receptores de Agrobacterium (Pitzschke y Hirt, 201 O) . 

La degradación del complejo ADN-T y VIP1 por acción de VirF y el sistema del 

proteosoma vegetal sirve para liberar al ADN-T y bloquear la expresión de genes de 

defensa inducible por VIP1. De acuerdo con este modelo, ni VirF o VirD2, ni la fidelidad 

de la maquinaria del proteosoma de la planta, sino mas bien VIP1 fosforilada/localizada , y 

presumiblemente la importación nuclear del complejo VirE2/ADN-T, pueden ser estos los 

factores limitantes para la transformación. Debido a su doble función como un factor de 

transcripción de respuesta al estrés y por otro lado como transportador del ADN-TNirE2, 

VIP1 puede ser uno de los factores que incline la balanza hacia el éxito o fracaso de la 

transformación debido a los niveles de estrés. La batalla entre Agrobacterium y la planta, 

por lo tanto, parece ser una competencia para una de las funciones de VIP1 (Pitzschke y 

Hirt, 201 0). 

40 



• 

Capitulo 1 

1.1.7.8.- VARIABLES QUE PERMITEN EFICIENTIZAR LA TRANSFORMACIÓN 

GENÉTICA EN PLANTAS 

Para incrementar la eficiencia de transformación, se ha recurrido al empleo de 

diferentes tratamientos; por ejemplo, la aplicación de ultrasonido sobre el explante por 

breves periodos en presencia de Agrobacterium, lo cual produce heridas pequeñas y 

uniformes, que facilitan el acceso de la bacteria, esto se conoce como transformación 

mediante Agrobacterium asistida por sonificación (SAAT) (Sharma et al., 2005). Otro 

tratamiento es el método de la punta floral, que consiste en la aplicación directa de 

Agrobacterium al tejido floral (Sharma et al., 2005). 

El método de secado del tejido con el aire de una campana de lujo laminar, previo 

y durante el ca-cu ltivo con la bacteria, fue aplicado por Cheng et al. , (2003) e incremento 

con ellos la eficiencia de transformación estable en trigo. Estos autores mencionan que el 

efecto positivo de dicho tratamiento debe a que suprime el crecimiento de la bacteria y 

favorece la recuperación de las células transformadas. Por su parte, Grajales (2005) 

explica que el secado del tejido previo al bombardeo de macropartículas causa cambios 

estructurales en la membrana plasmática alterando su permeabilidad, evitando así la 

muerte masiva de las células por estallamiento provocado por el impacto de los 

microproyectiles sobre éstas. 

El tratamiento osmótico también ha mostrado tener efecto en la eficiencia de 

transformación. En un estudio con arroz, la transferencia de genes se incrementó en 14% 

al usar 1 O% de sacarosa en el medio de ca-cultivo (Uzé et al., 1997). Resultados similares 

fueron reportados en trigo, sorgo y maíz (Uzé et al., 2000) 

A pesar de la producción endógena de una cierta concentración de compuestos 

fenólicos en las orquídeas (Nan et al., 1997; Belarmino y Mii y 2000), una considerable 

evidencia muestra que la aplicación exógena de acetosiringona (AS), es un elemento 

esencial para la transformación de algunas monocotiledóneas (Suzuki et al., 2001), y 

aumenta la eficiencia en la transformación orquídeas (Belarmino y Mii y 2000; Liau et al., 

2003). La transformación de orquídeas mediada por Agrobacterium como Dendrobium, 

Phalaenopsis y Oncidium se ha mejorado mediante la adición de una concentración 

adecuada de AS en el medio de ca-cultivo a pH 5.0-5.5, para activar los genes vir del 

plásmido Ti , y para iniciar la transferencia del ADN-T (Stachel et al., 1986). 
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1.1.9.- TRANSFORMACIÓN GENÉTICA EN ORQUÍDEAS 

Las orquídeas, al igual que otras monocotiledóneas, son plantas recalcitrantes a 

la infección por Agrobacterium. Sin embargo, la presencia del alcohol coniferil, y los genes 

vir, proporcionan elementos fundamentales necesarios para el éxito de la transformación 

mediada por Agrobacterium (Nan et al., 1997). Nan et al., 1998 reportaron el primer 

ejemplo de transformación de las orquídeas, mediada por Agrobacterium, y en el que se 

documentó la incorporación parcial del ADN-T en el genoma de Dendrobium. Desde 

entonces, se han realizado esfuerzos para optimizar la transformación mediada por 

Agrobacterium en las orquídeas (cuadro 2). A pesar de la producción endógena de una 

cierta concentración de compuestos fenólicos en las orquídeas (Nan et al., 

1997; Belarmino y Mii y 2000), una considerable evidencia muestra que la aplicación 

exógena de acetosiringona (AS), es un elemento esencial para la transformación de 

algunas monocotiledóneas (Suzuki et al., 2001), y aumenta la eficiencia en la 

transformación orquídeas (Belarmino y Mii y 2000; Liau et al., 2003). La transformación de 

orquídeas mediada por Agrobacterium como Dendrobium, Phalaenopsis y Oncidium se ha 

mejorado mediante la adición de una concentración adecuada de AS en el medio de ce­

cultivo a pH 5.0-5.5, para activar los genes vir del plásmido Ti, y para iniciar la 

transferencia del ADN-T (Stachel et al., 1986). 

1.1.10.- EXPLANTES UTILIZADOS PARA LA TRANSFORMACIÓN 

Durante la transformación y regeneración de orquídeas, la respuesta del explante, 

protocormos, embriones, callos, pétalos, cuerpos tipo protocormos, se ve influenciada por 

diversos factores tales como la producción de compuestos fenólicos que resultan de los 

propios mecanismos de defensa celular, la tasa de división celular y el incremento de la 

frecuencia de regeneración, a través de la competencia de las células en los sitios de la 

herida. Un explante que es afectado por la transformación podrá no ser eficiente durante 
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la regeneración de brotes. Esta podría ser una de las principales razones del por qué la 

frecuencia de expresión transitoria de los transgenes en los explantes de orquídeas 

después de la transformación, es generalmente mucho más alta que el de la producción 

de transformantes estables derivados de estos explantes. Por lo tanto, es importante 

seleccionar los explantes adecuados y competentes para la transformación y 

regeneración (Yu y Xu, 2007). 

En esta investigación, se utilizó hojas de Phalaenopsis zuma's pixie como explante 

primario para su propagación (Figura 1.2) por organogénesis, las vitroplantas así 

obtenidas sirvieron de fuente de explante para probar diferentes condiciones de cultivo e 

inducir la embriogénesis somática, así como de explante para la transformación transitoria 

mediante Agrobacterium. Este tipo de explante ha sido utilizado en otros híbridos o 

especies de orquídeas, como Phalaenopsis Little Steve (Kuo et al., 2005), Phalaenopsis 

amabilis var. formosa Shimadzu (Chen y Chang, 2005), Oncidium Gower Ramsey (Chen y 

Chang, 2001) . La importancia de esto se basa en que algunas de estas especies se 

encuentran amenazadas debido a la destrucción de su hábitat y otras causas debido a su 

valor ornamental. 
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Cuadro 1.2. Phalaenopsis transformadas. GUS (~-glucuronidasa), GFP (proteína verde fluorescente) , Hph (Higromicina), PLB 

(Cuerpo tipo protocormo) . 

Método 
Gen de Ex plantes Efectividad 

Orquídea Cepa(s) transformación de Gen reportero Plásmido (s) Referencia 
resistencia transformados % 

bacteria 

EHA 101 Sreeramanan et 
Phalaenopsis pCAMBIA 50 

EHA 105 A. tumefaciens GUS Hph PLBs al., 2008 
Violácea 1304 60 

Phalaenopsis LBA4404 A. tumefaciens GUS Hph PLBs pTOK233 
Chai, et al., 2002 

--

Mishiba et al., 

Phalaenopsis EHA101 A. tumefaciens GUS Hph Protocormos piG121 Hm 1.3-1 .9 2005. 

Dendrobium pCAMBIA 
Atichart et al., 

LBA4404 A. tumefaciens GUS Hph Protocormos 60 2007 
secundum 1305.1 

EHA105 pCAMBIA 
Men, et al., 

Dendrobium nobile A. tumefaciens GUS Hph PLB -- 2003a. 
AGL1 1301 

LBA4404 y pTOK233 
Belarmino y Mii 

Phalaenopsis A. tumefaciens GUS Hph PLB 
y 

EHA101 piG121Hm -- (2000) 

Phalaenopsis 
Biobalistica GUS Hph PLBs 

pCAMBIA 
50% 

Liao et al., 2004 

'TS340 -- 1304-Ubi 

Phalaenopsis 
pCAMBIA 

Maziah y Chern, 

bellina LBA4404 A. tumefaciens GFP yGUS Hph PLBs -- 2008 
1304 
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1.2. HIPÓTESIS 

Si Pha/aenopsis zuma's pixie puede ser regenerada in vitro vía organogénesis o 

embriogénesis , luego entonces sería de esperarse que el mejor sistema sería la vía de 

embriogénesis 

Si los diferentes explantes de Phalaenopsis zuma's pixie son transformados con el gen 

reportero GUS, sería de esperarse que las hojas presenten la mayor expresión 

transitoria del transgen. 

1.3.- JUSTIFICACIÓN 

Pha/aenopsis zuma pixie como otras orquídeas, padece enfermedades causadas por 

diferentes fitopatógenos, como la antracnosis (Colletotrichum), la pudrición blanda en 

los bulbos (Erwinia) , o manchas foliares causadas por el virus del mosaico de 

Cymbidium (CymMV), entre otros, reduciendo su valor comercial. La transformación 

genética en Phalaenopsis zuma pixie y la regeneración de dichas plantas, que es un 

di-hibrido, es esencial para apoyar su mejoramiento biotecnológico con el fin de 

introducir genes que le confiriesen resistencia a dicho fitopatógenos, así mismo 

ofrecería la oportunidad de explorar cualidades de las orquídeas que incrementen su 

valor comercial, como el color, el aroma, o el tamaño de la planta y flor. 
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1.4.- OBJETIVOS 

1.4.1.- OBJETIVO GENERAL 

Establecer protocolos de regeneración in vitro, y de transformación mediante 

Agrobacterium tumefaciens en Phalaenopsis zuma's pixie. 

1.4.2. - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Inducir y regenerar plantas in vitro de tejidos foliares de Phalaenopsis zuma's 

pixie a través de organogénesis y embriogénesis somática. 

• Transformar Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 con el plásmido 

pCAMBIA 1305.1. 

• Transformar explantes de hojas, brotes y/o embriones somáticos de 

Pha/aenopsis zuma's pixie con Agrobacterium tumefaciens mediante infiltración 

al vacío. 

• Verificar la transformación del tejido mediante la prueba histoquímica de Gus. 
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1.5. - ESTRATEGIA EXPERIM ENTAL: 

Etapa 1: Inducción de Embriogénesis Somática y/o organogénesis 

Obtención de hojas de 
P. zuma's plxie 

Etapa 2: Transformación de A. tumefaciens 

Electroporación Den Dulk-Ras y Hooykaas, 1995 

A. tumefaciens 

Organogénesis 

E. Somática 

A. tumefaciens con pCAMBIA 1305.1 

pCAMBIA 1305.1 

Etapa 3: Transferencia de ADN-t a célula vegetal 

Ex plantes Co-cultivo por 3 días 

Figura 1.5. El trabajo se dividió en tres etapas: 1, morfogénesis in vitro a partir de tejido foliar de 

Phalaenopsis zuma's pixie; 2, Transformación de Agrobacterium tumefaciens, cepa LBA4404, con 

el plásmido pCAMBIA 1305.1 por electroporación; y 3, Infección de tejido foliar, brote con callo y 

embrión somático de P. zuma's pixie, con la bacteria producto de la etapa 2. 
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ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO DE MORFOGÉNESIS in vitro DE 

Phalaenopsis zuma's pixie 

2.- INTRODUCCIÓN 

Uno de los objetivos principales del estudio de cultivo de tejidos es el desarrollo de 

protocolos para regenerar plantas completas a partir de células, callos y protoplastos. 

Esto se ha logrado en muchos y diversos tipos de plantas, incluyendo un número de 

especies de orquídeas. En estas últimas, por ejemplo, Chen (et al., 1999) logró la 

embriogénesis somática indirecta de Cymbidum ensifolium var. Misericors, y la directa a 

partir de tejido foliar en Oncidium (Chen et al., 2000). 

La orquídea Phalaenopsis tiene un alto valor comercial en la producción de flor de corte y 

como planta de interior en el mercado internacional de flores. Los protocolos de cultivo in 

vitro convencional en este género han sido desarrollados con el propósito de propagar las 

plantas a través de la formación de cuerpos parecidos a protocormos, la multiplicación de 

brotes y callos (Tanaka et al., 1975; Arditti y Ernst 1993; Tokuhara y Masahiro 1993; 

Ernst 1994; Chen y Piluek 1995; Duan et al., 1996; lshii et al., 1998; Islam y lchihashi 

1999; Chen etal., 2000; Young etal., 2000; Tokuhara y Mii 2001; Park etal., 2002). 

Algunos autores han reportado con frecuencia la formación de callos a partir de tejido de 

hoja como una fase intermedia antes de la embriogénesis somática o producción de 

cuerpos parecidos a protocormos (lshii et al., 1998). Sin embargo, en este género es 

deseable lograr la embriogénesis somática directa sin formación de callo, ya que acorta el 

período de tiempo necesario para la regeneración de plantas y reduce la posibilidad de 

que ocurra la variación somaclonal. 
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2.1.- MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1.1.-PROPAGACIÓN in vitro de Phalaenopsis zuma's pixie 

La procedencia del material biológico de Phalenopsis es el Orquidiareo Río Verde, 

ubicado en Temascaltepec, Estado de México. Dicho material ha sido mantenido y 

propagado in vitro por el grupo del Dr. Andrew James en la Unidad de Biotecnología del 

Centro de Investigación Científica de Yucatán . La propagación del material referido se 

realizó mediante organogénesis de brotes adventicios, bajo condiciones estériles, en 

medio Phytamax ®suplementado con AlA 28.061-JM y BAP 26.6 iJM, dosificado a razón de 

30 mi de medio por cada frasco de vidrio de 100 mL de capacidad (Gerber). Las 

condiciones de cult ivo fueron fotoperiodo 16 h luz: 8h oscuridad, 26±2°C; el medio se 

renovó cada 30 días. 

2.1.2.-SELECCIÓN DEL EXPLANTE 

Para la inducción de organogénesis y embriogénesis somática se seleccionó hojas de 

plántulas de Phalaenopsis zuma's pixie propagadas in vitro mediante organogénesis. Las 

plántulas contaban con 6 meses de edad en el cultivo (Figura 2.1). 

Figura 2.1. Plántula de Phalaenopsis zuma's pixie de seis meses de edad en 

medio phytamax ®. 
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2.1.3.- INDUCCIÓN DE ORGANOGÉNESIS Y EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA 

Los experimentos de inducción consistieron en inocular tres hojas, segmentadas en 

porciones apical, medio, y basal (Figura 4) de Pha/aenopsis zum~'s pixie, por caja petri , 

que contenía 25 mi de medio de cultivo MS (Murashige and Skoog, 1962) a la mitad de 

su concentración de sales, adicionado con peptona (1.0 g L-1) , NaH2P04 (170 mg L-\ 

sacarosa (30 g L-1), y TDZ (0, 2.5, 5, 10, 12.51-JM) o BAP (0, 2.5, 5, 10, 12.5 IJM) . Se 

realizaron 3 experimentos independientes, cada experimento consistió de 3 répl icas por 

cada concentración de los dos reguladores de crecimiento probados. Las condiciones de 

cultivo , fueron 26 ±1 oc. fotoperiodo 16 h luz/ con lámpara fluorescente de luz de día de 

39W. 

Figura2.2. Hoja de Phalaenopsis a) parte apical; b) parte media y 
e) parte basal. 
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2.1.4.- DISEÑO EXPERIMENTAL Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se realizaron tres experimentos independientes. Por experimento, un total de 45 

explantes de hoja, cada una seccionada en tres porciones, apical , media y basal , fueron 

distribuidos en cajas Petri, con tres explantes por caja. Se probaron dos tratamientos de 

las citocininas sintéticas, TDZ y BAP, examinándose 4 concentraciones por regulador de 

crecimiento con 3 réplicas por concentración. Cada replica consistió de tres cajas petri, 

cada una conteniendo 3 explantes de hoja segmentados en 3 porciones (Figura 2.2). Las 

variables analizadas fueron la respuesta a formación de brote o embriones somáticos, de 

cada sección de lo explantes foliares, a las concentraciones de tratamiento probadas para 

las dos citocininas sintéticas (cuadro 2.1). Los experimentos desarrollados utilizaron un 

diseño de bloques completamente al azar. Los resultados se sometieron a un análisis de 

varianza utilizando el programa estadístico MSTAT-C. La comparación de medias de los 

tratamientos se efectuó mediante la prueba de rangos múltiples de Duncan a un nivel de 

significancia de P<0.05. 

Cuadro 2.1. Concentraciones de citocininas sintéticas para evaluar la moñogénesis 

de Phalaenopsis zuma's pixie 

Tratamiento BAP[ JJM] Tratamiento TDZ[ JJM] 

1 (control) o 1 (control) o 

2 2.5 6 2.5 

3 5.0 7 5.0 

4 10 8 10 

5 12.5 9 12.5 
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2.1.5.- HISTOLOGÍA DE LA MORFOGÉNESIS 

Con la finalidad evaluar la respuesta del tejido foliar al cultivo in vitro y confirmar el 

origen de los embriones somáticos formados, se realizó el análisis histológico del material 

colectado a las 4 semanas de su inducción. Para ello, el material se fijó en solución de 

F AA (2 partes de formaldehido: 1 O partes de etanol absoluto: 1 parte de ácido acético 

glacial: 7 partes agua destilada (v/v), después, el material se deshidrató en una serie 

ascendente de concentración de etanol al 30%, 50%, 70% , 85%, y 96% (v/v) , 

respectivamente ; luego se impregnaron en parafina disuelta a 60° ± 2°C. Los materiales 

impregnados se utilizaron para realizar secciones de 3 a 5 micras de espesor en un 

micrótomo (Micotom HM340E) , mismas que se montaron en portaobjetos limpios. Las 

secciones fueron desparafinadas con dos inmersiones de 1 O m in c/u de Xileno, e 

hidratadas en serie descendente de concentración de etanol, 96%, al 50% y al 30% x 2 

min respectivamente. Se dejaron secar en estufa a 42°C x toda la noche, y después se 

prosiguió a la tinción de los cortes. Los cortes histológicos fueron teñidos con doble tinción 

de Ácido periódico-Schiff (APS) + Azul-Negro de Naftol. 

2.1.6.- REGENERACIÓN DE LAS PLANTAS 

Los embriones somáticos y los brotes que se formaron a partir del tejido foliar fueron 

transferidos, a los = 70 días, a medio MS libre de hormonas, allí permanecen bajo 

condiciones de fotoperiodo 16 h luz/8 h oscuridad a 26 ± 2ac hasta que terminen de 

desarrollarse, después de alrededor de 30 días, las plantitas se transfieren a medio 

Phytamax® con reguladores de crecimiento, 28.61JM de AlA y 26.6 IJM de BAP, donde 

permanecen alrededor de 1.5 meses, el medio se renueva al mes, hasta que 

desarrollaron raíces y alcanzan un tamaño de aproximadamente 3 cm de altura. Después 

de lo cual , se dejan crecer durante aproximadamente 4 meses en medio Phytamax® sin 

reguladores de crecimiento , hasta alcanzar un tamaño de casi 6 cm (Figura 2.3) , luego 

pasan a aclimatación. Para la aclimatación, las plantitas son lavadas con agua destilada 
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para eliminar el medio de cultivo, y son sembradas en macetas que contienen una mezcla 

de sustrato constituido por 1 parte de corteza de árbol: 1 parte de carbón vegetal: 1 parte 

de piedra volcánica: 1 parte de arcilla, la maceta se cubre con una bolsa de plástico con 

perforaciones para crear un ambiente de humedad para la plantulita por espacio de 2 

semanas, después de lo cual se remueve la bolsa, la aclimatación se lleva a cabo en un 

sembradera con malla reductora de la irradiación solar en un 40%, con riego semanal. 

Inducción 

Aclimatación 

Expresión 70 días 

después 

Desarrollo de la planta 
entera 120 dfas 

Desarrollo de la planta 30 
dfas 

r:· ' ~'-\ ! 
-....., r, • ! 

· ~ : -: ~- _.. ! 
Enraizamiento 45 dfas 

Figura 2.3.- Etapas del desarrollo de Phalaenopsis zuma pixie, mediante organogénesis 

directa, tiempo est imado del desarrollo de Phalaenopsis zuma pixie 9 meses 
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2.2.1.- PROPAGACIÓN 

Capítulo 11 

Durante la propagación de Phalaenopsis zuma's pixie, se logró 30 días después de 

iniciado el cultivo obtener brotes, con una tasa de multiplicació~ de 3 brotes por explante, 

en medio Phytamax® adicionado con AlA 28.061-JM y BAP ,26.6 IJM, y bajo condiciones de 

fotoperiodo 16 h luz y 26 ±1 oc (Figura 2.4). Después de seis meses de cultivo se 

alcanzó obtener - 60 plántulas; mismas que se utilizaron para los experimentos 

posteriores. 

Figura 2.4. Propagación de Phalaenopsis zuma's pixie (a) y (b) Brotes adventicios de,(c) 

propagación del material vegetal. 

69 



• 

Capítulo 11 

2.2.2.- EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA DIRECTA 

La respuesta de los tejidos foliares de Phalaenopsis zuma's pixie a la inducción 

con diferentes concentraciones de citocininas sintéticas, TDZ y BAP, fue opuesta según 

el regulador. Así, el TDZ promovió la embriogénesis somática directa sobre los tejidos 

foliares, resultado que aquí se discute, en tanto que el BAP a las concentraciones 

probadas suscitó la formación de brotes mediante organogénesis indirecta con la 

formación de un callo moderado del cual se diferenciaron los brotes, que se discute en el 

inciso 2.2.3. 

En presencia de TDZ y después de cerca de 30 días de cultivo bajo condiciones de 

fotoperiodo en luz indirecta, el tejido foliar de Phalaenopsis zuma's pixie, presentó la 

formación de pequeños embriones somáticos directamente sobre la superficie adaxial del 

tejido, mismos que triplican su tamaño hacia los 60 días del cultivo (Figura 2.5a y b) , 

respectivamente. Esta respuesta fue más evidente hacia los bordes de las heridas 

realizadas en los explantes, al seccionar cada lamina foliar en tres partes. La respuesta 

embriogénica del tej ido foliar al TDZ, entendida esta como frecuencia de explantes que 

formaron embriones, estuvo en el rango de 55 al 100% (Cuadro 2.2). El efecto del TDZ 

sobre los diferentes segmentos foliares no mostró diferencias significativas, excepto para 

la menor concentración, 2.5 iJM, en las zonas apical y media. Asimismo, al considerar el 

número total de embriones somáticos (ES), se encontró que la mejor respuesta produjo 

16.8 a 21 .2 ES por hoja, con un promedio de 8 embriones por segmento apical y basal de 

la lámina foliar, a las concentraciones de 5 y 1 O iJM de TDZ, respectivamente. Cabe 

señalar, que hubo un numero significativamente menor de embriones (4.8 ES) formados 

en el segmento medio de la lámina foliar, siendo de entre 1.4 a 4.8 ES. En general, 

nuestros resultados coinciden con lo reportado en la literatura para otras especies de 

Phalaenopsis (Chen y Chang , 2006), no obstante, en relación al número total de ES por 

lamina foliar, nosotros obtuvimos valores ligeramente mayores que los reportados por 

Chen y Chang (2006), siendo que ellos no seccionaron los explantes foliares, y además, 

la respuesta de embriogénesis directa que obtuvimos fue a menores concentraciones de 

TDZ y sin necesidad de adicionar auxina al medio de inducción, estos resultados también 

están soportados por el reporte de Chung et al., 2005. 
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Así mismo, observamos que las respuestas estaban más representadas en la zona apical 

de la hoja, y cerca de los cortes, en condiciones de fotoperiodo 16 h luz/ 8 h oscuridad a 

26 ± 2°C. 

Otra razón para considerar más adecuado el uso de 5 !JM a 10 !JM, es que en esta última 

concentración las plantas obtenidas por embriogénesis somática presentaron una 

deformación en sus hojas. Con 2.5 !JM de TDZ mostraron porcentajes de embriogénesis 

somática muy baja, al igual que 12.5 !JM, en la parte apical y media. 

Figura 2.5. Embriogénesis somática directa sobre tejido foliar de Phalaenopsis zuma's pixie, 

a) pequeños embriones a los 30 días de cultivo in vitro en presencia de TDZ, b) embriones a 

los 60 días de cultivo del tejido. 
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Cuadro 2.2.-Efecto del TDZ en la formación de embriones somáticos sobre tejido foliar de 

Phalaenopsis zuma's pixie. El porcentaje de explantes que formaron embriones somáticos, 

% E, y el número promedio de embriones por explante, # ES, se analizó a los 60 días de 

iniciado el cultivo. Promedio de tres experimentos independientes, con un total de 135 

explantes foliares, los valores con la misma letra no difieren significativamente a una P:50.05 

(Duncan, 1955). 

Formación de embriones somáticos (ES) 

REGULADOR DE 
RESPUESTA DE LOS SEGMENTOS DE TEJIDO FOLIAR 

CRECIMIENTO APICAL MEDIA BASAL 

Citocinina (~M) #ES %E #ES %E #ES %E 

Control o NR NR NR NR NR NR 

88.67 
2.5 1.5 (e) 66 (be) 1.4 (e) 55( e) 1.3 (e) 

(ab) 

88.67 
5 7.0 (ab) 100 (a) 4.8 (ab) 100(a) 5.5 (ab) 

(ab) 
TDZ 

10 8.3 (a) 100(a) 4.8 (ab) 100(a) 8.1 (a) 100(a) 

3.3 88.67 77.33 88.67 
12.5 

(ab) 
2.7 (be) 6.3 (ab) 

(abe) (abe) (ab) 
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2.2.3.- ORGANOGÉNESIS in vitro 

La respuesta de los tejidos foliares en presencia de BAP, y bajo condiciones de 

fotoperiodo luz indirecta, dio lugar a organogénesis indirecta con formación de un 

pequeño callo (Figura 2. 6) del cual se diferenciaron brotes, esto sucedió alrededor de los 

60 días después de haber sido inoculados en medio MS a di!erentes concentraciones de 

BAP, 2.5, 5.0, 10.0 Y 12.5 1-JM. En relación con la frecuencia de respuesta de los 

segmentos foliares, la zona apical presento el 77.5% de formación de brotes, mientras 

que la zona basal presento un 52.66%, con respecto a las concentraciones utilizadas la 

más óptima de nuestros resultados para la inducción a brotes fue 1 O IJM de BAP 

mostrando entre 100% a 88.67% de respuesta por explante, seguido por 51-JM de BAP que 

presenta de 88.67% a 60%. Teniendo un resultado mayor a lo reportado por Nayak et al., 

1997, donde a 44.38 IJM de BAP a los 63 días obtuvieron un 71% en respuesta 

organogénica y a 8.87 1-JM, obtuvieron 11 .6% de brotes regenerados. Así mismo al 

obtener el número de brotes por segmento foliar se observó que a 1 O 1-1M de BAP, en la 

zona apical , se presentaron 5.6 brotes por segmento foliar, mientras que en suma de los 

tres segmentos a la misma concentración se presentaron 12.9, al contrario de Nayak et 

al., 1997, que a 8.871-JM, presentaron 1.6 brotes, y a 44.381-JM, presentaron 14.5 brotes a 

las 9 semanas. 
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Figura 2.6. Organogénesis de Phalaenopsis zuma's pixie a) explante con organogénesis 

directa e indirecta, b) organogénesis directa con 5 IJM de BAP y e) formación de callo no 

embriogénico. 
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Cuadro 2.3.-Efecto del BAP en la regeneración de brotes sobre tejido foliar de Phalaenopsis 

zuma's pixie. El porcentaje de explantes que formaron brotes, % E, y el número promedio 

de brotes por explante, # ES, se analizó a los 60 días de iniciado el cultivo. Promedio de tres 

experimentos independientes, con un total de 135 explantes foliares, los valores con la 

misma letra no d ifieren significativamente a una P~0.05 (Duncan, 1955). 

Formación de brotes por organogénesis (B) 

REGULADOR RESPUESTA DE LOS SEGMENTOS DE TEJIDO FOLIAR 

DE 
APICAL MEDIA BASAL 

CRECIMIENTO 

Citocinina (~M) #B %E #B %E #B %E 

Control o NR NR NR NR NR NR 

1.3 55 2.4 
2.5 1.7(de) 55 (abe) 44.33 (be) 

(de) (abe) (cd) 

2.4 4.0 
5 4.6 (ab) 88.67 (ab) 66(ab) 66.67(ab) 

(cd) (ab) 
BAP 

3.7 88.67 3.6 
10 5.6 (a) 100 (a) 88.67 (ab) 

(abe) (ab) (be) 

1.2 77.33 0.1 
12.5 1.4 (de) 66.33(ab) 11 (e) 

(e) (ab) (f) 
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2.2.4.- HISTOLOGÍA 

Mediante el análisis histológico de los tejidos foliares inducidos se corroboró, la formación 

de embriones somáticos directamente de la epidermis foliar, y organogénesis in vitro de 

la orquídea Pha/aenopsis zuma pixie. 

Este material fue previamente clasificado en el laboratorio de acuerdo a caracteres 

morfológicos. Se realizaron cortes histológicos a los 50 días de inducción (Figura 2. 7) 

para observar pro-embriones o embriones bien formados, los cortes se realizaron de 3 a 5 

micras de espesor. Así como también se observaron los callos no embriogénicos. En la 

Figura 2.6(a) se puede observar la presencia de células vacuoladas, con una gran 

cantidad de almidón ; 1 O(c) se puede observar la estructura de un embrión somático en 

estadio globular; 1 O(d) se observa cómo tres embriones somáticos. 

Figura 2.7. Cortes histológicos de P. zuma's pixie. a) Formación de células embriogénicas 

en la epidermis en oscuridad 40X, b) formación de pro-embriones 10X, e) embrión g lobular 

(eg) 40 X y d) formación de diferentes embriones, en la parte superior se puede ver la 

formación de un embrión globular, en la parte inferior izquierda se logra observar la 

formación de un pro-embrión (pe), dentro de otro embrión 10X. 
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2.2.5.- REGENERACIÓN DE PLANTAS A PARTIR DE EMBRIONES 

SOMÁTICOS Y/0 BROTES 

Para la regeneración de planta entera después de obtener embriogénesis somática 

directa y/o organogénesis directa e indirecta, estas fueron mantenidas en medio MS sin 

regu ladores para su desarrollo en caso de embriones somáticos y en medio MS con BAP 

y TDZ para organogénesis, y posteriormente ambas fueron llevadas a medio Phytamax ®, 

para la inducción de enraizamiento, como se observa las difere[ltes fases de desarrollo de 

la planta (Figura 2.8). Un año después estas fueron puestas en el invernadero, También 

se observó que las plantas que fueron inducidas con 1 O ¡..¡M de TDZ o más presentaron 

hojas deformes. 

Figura 
embriogénesis somática 
Phalaenopsls zuma•s pixie (a) 
Hojas seccionadas en parte 
apical. media y basal. · (b) 
Inducción a los 70 días, (e) 
respuesta a los 70 días, (d) la 
regenerac1011 a partir" de 
embriones y (e) el enraizamiento. 
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2.3. - CONCLUSIONES 

• Se demostró que con la presencia de TDZ a una concentración de 5, 1 O y 12.5 IJM 

fueron efectivas en la inducción del embrión somático directa de explantes de hoja 

de Pha/aenopsis zuma's pixie. 

• No se encontró diferencia significativa entre 5 y 1 O IJM de TDZ en la inducción de 

embriones somáticos a partir de las tres diferentes secciones de la hoja. Sin 

embargo tampoco se observó una diferencia significativa en la parte apical y basal 

de la hoja a 12.5 IJM. 

• El porcentaje más alto de embriones por explante fue en presencia de 1 O IJM 

TDZ.y fue del 8.32% 

• Se observó que la parte apical y basal de la hoja muestran una respuesta mucho 

más favorable para la inducción a la embriogénesis somática con TDZ. 

• Se demostró que con presencia de BAP las secciones de las hojas responden de 

diferente manera, dando una mejor respuesta la parte apical. 

• 5.63% fue mayor porcentaje de organogénesis en presencia de 1 O IJM BAP y fue 

en la parte apical de la hoja. 

• Se logró observar diferentes estadios de embriones somáticos en los cortes 

histológicos realizados. 

• Las condiciones de oscuridad durante los primeros 70 días de inducción permiten 

la formación de embriones somáticos. 

• En presencia de 1 O IJM TDZ, se obtuvo mayor número de embriones por explante, 

sin embargo, estos datos no presentaron una diferencia significativa con 5 IJM, por 

lo tanto se considera más adecuado el uso de 5 IJM para la inducción de la 

embriogénesis somática en Phalaenopsis zuma's pixie. 

• Se obtuvieron plantas regeneradas a partir de embriones somáticos. 
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ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO DE TRANSFORMACIÓN 

TRANSITORIA DE Phalaenopsis zuma's pixie 

3.- INTRODUCCIÓN 

Orquidácea es una de las familias de plantas con flores más grande y más 

distribuida alrededor del mundo; muchas de ellas son especies ornamentales 

comercialmente importantes por ejemplo: Phalaenopsis, Cymbidium, Dendrobium, 

Cattleya, Oncidium y Vanda. 

Los programas de mejoramiento se iniciaron en el siglo XIX, y han sido producidos 

un gran número de híbridos y cultivares de orquídeas hasta el momento, especialmente 

en géneros importantes en la horticultura como Phalaenopsis, Cattleya, Cymbidium, 

Dendrobium, Oncidium, Paphiopedi/um y Vanda. El objetivo de estos programas de 

mejoramiento ha sido la producción de nuevos cultivares con características deseables tal 

como el color de las flores, forma, resistencia a enfermedades, vida de anaquel y tamaño 

de la planta. En la práctica de cultivo de estas orquídeas, sin embargo, aún tienen muchos 

problemas tales como, enfermedades, plagas y condiciones ambientales desfavorables 

que provocan estrés los cuales no pueden ser resueltos con los esfuerzos de 

mejoramiento convencional mediante la utilización de las riquezas del germoplasma de 

esta familia. Como un suplemento a los programas de mejoramiento de orquídeas 

mediante la ingeniería genética es ahora utilizado para conferir nuevas y deseables 

características derivadas de especies relativamente distantes (Mii y Chin , 201 O) . 

Hay dos sistemas de transformación usadas ampliamente para transferir genes foráneos 

dentro del genoma de la planta: el lanzamiento del gen directamente mediante el método 

bombardeo de partículas y mediante transformación por Agrobacterium. 

La primera transformación estable y eficiente mediante Agrobacterium fue lograda en 

Pha/aenopsis usando callos friables, derivados del cultivo vegetativo de brotes localizados 

en la inflorescencia (Belarmino y Mi i, 2000). Un punto particularmente notable es que los 

callos fueron tratados con altas concentraciones (500 IJM) de acetosiringona durante el 
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periodo de ce-cultivo (Belarmino y Mii, 2000). Subsecuentemente sus estudios 

demostraron que el remplazo de cefotaxima por meropenem (Ogawa y Mii, 2005, 2007), 

un novedoso antibiótico para la eliminación de bacterias incrementa el número de líneas 

de callos transgénicos recuperados de 5 a 1 O por 1 g de células iniciales después del 

cultivo con Agrobacterium (Sjahril y Mi i, 2006). Los resultados sugieren que el meropenem 

no solo tiene una actividad antibacterial alta contra Agrobacterium, si no que no tiene un 

efecto fitotóxico en el caso de Phalaenopsis así como también en otras plantas (Sjahril y 

Mii , 2006; Ogawa y Mii , 2005, 2007). Este sistema de transformación también está dirigido 

a producir plantas transgénicas que contenían el gen de la defensina wasabi aislados de 

Wasabia japonica y las plantas transgénicas mostraron una resistencia exitosa a Erwinia 

carotovora que causa la enfermedad de raíz blanda (Sjahril et al. , 2006) 

En la actualidad, no hay reportes de la eficiencia de las condiciones de transformación de 

Phalaenopsis zuma's pixie, por lo tanto en este trabajo se evaluaron diferentes 

parámetros para la transformación mediante Agrobacterium, usando al gen reportero 

GUS. 
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3.1.- MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1.1.- MATERIAL VEGETAL 

Para la transformación genética se utilizaron tres diferentes explantes de 

Phalaenopsis zuma's pixie ; hojas de plantas de aproximadamente 6 meses de edad 

cultivados en medio PHYT AMAX® complementado con AlA 28.061JM y BAP 26.6 IJM en 

condiciones de fotoperiodo (16 hr luz y 8 hr oscuridad) a pH 5.6 así como también 

embriones somáticos y callos obtenidos a partir de hojas de Phalaenopsis zuma's pixie en 

medio MS (Murashige and Skoog, 1962) a mitad de concentración de sales, 

complementado con peptona (1 000 mg L-1), NaH2P04 (170 mg L-1) con adición de TDZ 

(5, 10, 12.51JM) o BAP (5, 10, 12.5 IJM) , mantenidos en condiciones de fotoperiodo y 

oscuridad. 

3.1.2.- CEPA BACTERIANA 

La cepa de Agrobacterium tumefaciens utilizada para la transformación fue 

LBA4404, que contiene al agente selectivo rifampicina 30mg/L y estreptomicina 1 OOmg/L 

(Hellens et al., 2000) , donada por el Dr. Gregario Godoy de la unidad de Bioquímica y 

Biología Molecular del Centro de Investigación Científica de Yucatán, la cual fue 

transformada con el plásmido pCAMBIA 1305.1 el cual contiene la región de ADN-T con 

los genes higromicina fosfotransferasa (hpf) bajo el control del promotor 35S del virus de 

mosaico colif lor, y GUS unido con el intrón de la catalasa bajo el control del promotor 35S 

(Figura 3.1) donado por el Dr. Santy Peraza Echeverría de la unidad de Biotecnolog ía del 

Centro de Investigación Científica de Yucatán. 
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3. 1.3.- TRANSFORMACIÓN DE LA CEPA BACTERIANA 

El protocolo general para transformación después de la optimización de las 

cond iciones fue como se indica a continuación. Se utilizaron cepas de E. coli DH5a para 

clonar el plásmido pCAMBIA 1305.1 y posteriormente se cultivó la cepa de Agrobacterium 

tumefaciens LBA4404 a 28°C en medio LB solido por 48 hrs, se escogió una colonia y se 

incubó durante toda la noche a 28°C en 5 mi de medio LB (Sambrook et al., 1989), 

suplementado con rifampicina (1 O mg/L), estreptomicina (1 00 mg/L), y se mantuvieron 

con agitación a 200 rpm por 24 hrs. Se resembró 1 mi de este inóculo en 40 mi de medio 

LB fresco, hasta obtener una OD6oonm de 1.0 (aprox. 30 hrs). Tras una primera 

centrifugación a 1 O 000 rpm en frío (4°C) durante 5 m in para concentrar las bacterias, la 

suspensión se sometió a tres lavados con 10 mi de 1 mM HEPES y después de 

resuspender el precipitado, se centrifugó a 1 O 000 rpm durante 5 m in a 4°C . 

Posteriormente se resuspendió el precipitado en 500 IJI de 1 mM HEPES transfiriéndose a 

tubos eppendorf. Se centrifugaron de nuevo a 1 O 000 rpm durante 5 min a 4°C , se eliminó 

el sobrenadante y se lavaron los precipitados con glicerol estéril al 10%. Se centrifugó de 

nuevo, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en 200 IJI de glicerol al 10%. Esta 

suspensión se repartió en volúmenes de 40 IJI en microtubos, se congelaron en nitrógeno 

líquido y se conservaron a -80°C hasta su empleo. 

El procedimiento de transformación por electroporación hace uso de un pulso de 

corriente de gran voltaje que desestabiliza temporalmente la membrana de las células y 

permite la entrada de material genético. El tratamiento previo de las células, descrito 

anteriormente, facil ita la formación de poros en la membrana que aumentan la eficiencia 

del proceso. Los plásmidos a introducir se purificaron utilizando el kit kit QIA prep ® Spin 

Miniprep y la y se estimó su concentración mediante un espectrofotómetro SmartSpect 

Plus de biorad Este proceso de transformación de las colonias preparadas con el 

protocolo descrito anteriormente consistió en la incubación en hielo de 40 IJL de medio 

con A. tumefaciens de células electrocompetentes durante 2 min con 0.5, 1, 1.5, 2 y 4 IJL 

de plásmido a una concentración de 1 05.221-Jg/ml (aprox. O, 1 ¡.Jg de ADN) . Al cabo de este 
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tiempo de incubación se transfirió la mezcla a cubetas de electroporación de 1 cm de 

ancho (Equibio, Kent, GB) y se sometieron a un pulso de corriente con un voltaje de 2.5 

KV, 400 W de resistencia y 25 IJF de intensidad. Después del pulso eléctrico se recogió la 

mezcla de la cubeta en 1 mi del medio YM y se incubó en agitación a 26°C durante 2 h. Al 

cabo de ese tiempo se sembró una alícuota (200 IJI) en placas de medio LB suplementado 

con un antibiótico marcador y se incubó durante dos días a 26°C. Se observó la aparición 

de colonias y se escogieron 10para su análisis posterior. La electroporación se llevó a 

cabo en el aparato Gene Pulser 11 System (Bio-Rad, CA, EE.UU.) . 

3. 1.4.- AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DEL ADN PLASMÍDICO 

Para la comprobación de la transformación de la cepa bacteriana de A. 

tumefaciens-LBA4404 con el plásmido pCAMBIA 1305.1, se realizaron mini preparaciones 

de ADN plasmídico con el kit QIA prep ® Spin Miniprep, de las colonias que se cultivaron 

con anticipación, el plásmido se re suspendió en agua ultra pura, y se realizó mediante 

análisis por PCR con cebadores específicos 5'-ACAGCGTCTCCGACCTGATGCA-3' y 5'­

AGTCAATGACCGCTGTTATGCG-3' (Mishiba, et al., 2005) que amplifican un fragmento 

de 0.59 kb del gen de higromicina (hpt). 

3. 1.5.- TRANSFORMACIÓN DE Pha/aenopsis zuma's pixie 

A causa de que las orquídeas son monocotiledóneas y que el proceso de infección 

mediante Agrobacterium es más eficiente en dicotiledóneas (De Cleene y De Ley, 1976) y 

que no hay reportes de la transformación de este doble hibrido ni de sus progenitores, se 

probaron 4 diferentes tratamientos para la transformación de Phalaenopsis Zuma's pixie, 

con la cepa de Agrobacterium tumefaciens y los diferentes explantes (Cuadro 3.1). Para la 

transformación de callos, embriones somáticos y hojas de Phalaenopsis se le dio una 

preparación a la cepa de A. tumefaciens agregándole 1001-JM, de acetosiringona (As) y se 

deja toda la noche, consecutivamente se centrifuga la bacteria y la pastilla se resuspende 

en medio fresco, se le agrega 200 IJM de AS y se deja crecer por 18 hrs 

aproximadamente, seguido se midió la densidad óptica de la bacteria con ayuda de un 

espectrofotómetro y se ajusto está a la deseada con diluciones en medio fresco (0.2 o 0.5 
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D.0.6oonm), en cajas petri se coloca 30 mi de medio con la bacteria cubriendo los 

explantes, se somete a vacio por 20 minutos y después de esto se les elimina el exceso 

de bacteria secando a los explantes con toallas absorbentes estériles, seguido son 

depositados en medio Murashige y Skoog, 1962, sin reguladores y sin antibióticos, se 

mantuvieron en oscuridad por 3 días a 28°C, posteriormente los explantes se pasan a 

medios frescos conteniendo 100 mg/1 de cefatoxima y 1 mg/L de higromicina. El medio se 

cambia si se observa crecimiento bacteriano. Los explante~ son analizados 5, 1 O y 15 

días después de la infección, con la prueba de Gus, se sumergieron en una solución con 

el sustrato X-G iuc (50mM de NaP04, pH 7.0; 1 OmM de Na2 EDTA y 5 mg/ml de 5-bromo-

4-cloro-3-indoli i ¡3-D- ácido glucuronido ciclo hexil sal de amonio) por 24h a 37°C, después 

se decoloraron con etanol al 70% y se observaron los resultados . 

Cuadro 3.1. Tratamientos (T) en utilizados en el proceso de transformación de P. zuma's 

pixie con cocult ivo. T1 sin papel filtro a una D06oonm de 0.2; T2 sobre papel filtro y D06oonm de 

0.2; T3 sin papel filtro y una D06oonm de 0.5 y T 4 sobre papel filtro y una D06oonm de 0.5. 

Tratamiento 1 Papel filtro 1 0.5 oo.,. •• 1 0.200.,.... 

1 - - ../ 

2 ../ - ../ 

3 

1- 1 
../ -

4 

1 

../ 

1 
../ -

Para la infección se cortaron explantes de hojas de aproximadamente un centímetro 

cuadrado, y se les hicieron pequeñas heridas con una aguja, para facilitar la infección, en 

el caso de los callos se eligieron aquellos de aproximadamente un centímetro cubico y en 

el caso de las hojas que tenían embriones se cortaron los bordes de los embriones o las 

hojas con el fin de que todos los explantes tuvieran aproximadamente el mismo diámetro. 
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Posteriormente los explantes se colocaron en una caja petri que contenían 1 O mi 

de medio MS sin reguladores y sin antibióticos a pH 5.2 y se les añadió un volumen 

restante de este y el volumen bacteriano dependiendo de la D06aonm (0.2 y 0.5) con el que 

se fuera a trabajar, para ajustar a un volumen total de 20 mi, después de ello se 

sometieron los ca-cultivos a vacío durante 20 minutos, seguido se les quito el exceso de 

bacteria a los explantes con papel absorbente estéril, luego estos explantes fueron 

puestos en medio MS solido sin reguladores y sin antibióticos por los siguientes tres días 

(Sreeramanan, et al. , 2008) a 26±1 oc. 

Después del ca-cultivo de tres días los explantes se dejaron un día más en medio 

MS liquido con cefotaxima (100mg/L) y sin reguladores (Figura 3.2) para eliminar el 

exceso de bacterias, al siguiente día estos explantes se les elimino el exceso de medio 

con ayuda me toallas estériles, posteriormente fueron transferidos a cajas petri con medio 

MS solido a pH 5.2 complementado con cefotaxima 1 OOmg/L e higromicina 1 mg/L, antes 

de realizar la transformación se realizó una curva de sensibilidad de Phalaenopsis zuma's 

pixie a higromicina y se observó que a 3 mg/L las plantas presentaban su límite de 

tolerancia , ya que con más de esta cantidad de antibiótico, los explantes foliares 

presentaron muerte (Figura 3.3). 

Figura 3.2. Tratamiento 3: Hojas de Phalaenopsis zuma's pixie en medio MS con 

cefatoxima para eliminar el exceso de bacteria 
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Sin embargo como los explantes fueron estresados debido al ca-cultivo con la bacteria y a 

los tratamientos, se agregó 1 mg/L de higromicina cada mes al medio hasta llegar a 3 

mg/L después de la infección. 
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Figura 3.3. Curva de sensibilidad de P. zuma's pixie hacia higromicina y 

kanamicina 

3. 1.6.- ENSAYO DE GUS 

Después de la infección de los embriones somáticos, callos y las hojas, se realizaron las 

pruebas histoquímicas a 5, 1 O y 15 días después del ca-cultivo con la cepa LBA4404, 

para verificar la actividad de GUS (Jefferson, 1987), se sumergieron en una solución con 

el sustrato X-Giuc (50mM de NaP04, pH 7.0; 1 OmM de Na2 EDTA y 5 mg/ml 5-bromo-4-

cloro-3-indolil [3-D- ácido glucuronido ciclo hexil sal de amonio por 24h a 3r c . 

Posteriormente los explantes son decolorados los tres diferentes explantes con etanol 70 
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%, hasta poder observar los puntos azules, los cuales son evaluados con la ayuda de un 

estereoscopio. 

3.1.7.- EVALUACIÓN DE LA FRECUENCIA DE INFECCIÓN 

Para obtener la frecuencia de infección de los explantes transformados, se realiza la 

siguiente operación. 

Frecuencia de infección = Numero de explantes teñidos x 100 
Numero de explantes totales 

Así al final se obtiene la relación del total de puntos azules 1 el número de explantes 

positivos. 
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3.2.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.2.1. -TRANSFORMACIÓN DE LA CEPA LBA4404 MEDIANTE ELECTROPORACIÓN. 

La transformación de la cepa LBA 4404 de A. tumefaciens con el plásmido pCAMBIA 

1305.1 se realizó mediante el método de electroporación .descrito por Den Dulk-Ras y 

Hooykaas, 1995. Se realizó la prueba de susceptibilidad de la bacteria a diferentes 

concentraciones de kanamicina antes y después de la transformación (Figura 3.4), para 

seleccionar la cantidad del inoculo de plásmido pCAMBIA 1305.1 con una concentración 

de 105.22 ¡.J M/ml en la suspensión bacteria de 40 ¡.JL a electroporar, se probaron 0.5, 1.0, 

2.0 3.0 y 4.0 ¡.JL de volumen de la solución donde estaba contenido el plásmido, en este 

caso el volumen de 2¡.JL de plásmido fue el que mostro una mayor cantidad de colonias 

llegando a 0.7 DO soonm a las 48 hrs después de haber sido transformadas y sembradas 

en medio LB con rifampicina (1 Omg/L), estreptomicina (1 OOmg/L) y kanamicina (50 mg/L). 

Se midió la densidad óptica a 600 nm de las bacterias resistentes 

Figura 3.4. Crecimiento de A. tumefaciens a diferentes concentraciones de kanamicina a) 

Blanco; b) 50 mg/L y e) 100 mg/L. 
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3.2.2.- DETECCIÓN DE INTEGRACIÓN MEDIANTE LA TÉCNICA DE PCR 

En el proceso de aislamiento y purificación de ADN plasmídico de la cepa LBA4404 de A. 

tumefaciens con el plásmido pCAMBIA 1305.1, por el método de extracción casero, el 

ADN plasmid ico quedo con mucha cantidad de carbohidratos, en cambio con la utilización 

del kit la purificación del plásmido fue mucho más rápida y limpia, posteriormente se llevó 

a cabo el análisis por PCR utilizando los cebadores específicos 5'­

ACAGCGTCTCCGACCTGATGCA-3' y 5'-AGTCAA TGACCGCTGTT ATGCG-3' (Mishiba, 

et al. , 2005)) que amplifican un fragmento del gen hgm (0.59 Kb) de higromicina (Figura 

3.5) . 

Figura 3.5. PCR de A. tumefaciens transformadas: Se amplifico un fragmento del gen de 

higromicina con el tamaño de 0.59 kb 1) Control positivo (plásmido pCAMBIA 1305.1), 2-4 

LBA4404+ pCAM BIA 1305.1, 5) Control negativo. M Marcador de masas 
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3.2.4.- EVALUACIÓN DE LA FRECUENCIA DE INFECCIÓN 

De los explantes transformados, se tomaron explantes a los 5, 1 O y 15 días después de 

la infección, para realizarles el ensayo de GUS, y obtener la frecuencia de infección 

(número de explantes teñidos/número de explantes totales) de cada explante con los 

diferentes tratamientos utilizados. 

De acuerdo a los resultados obtenidos de los explantes transformados con los cuatro 

diferentes tratamientos, se realizó un promedio y se presentan de la siguiente manera. 

Los resultados del tratamiento 1 (cepa LBA4404 a D.0.6oonm 0.2 y sin papel filtro, entre el 

medio y los explantes) en este caso la mayor frecuencia de infección se encontró en el 

tejido foliar presentando un 33.33%, el callo presento un 16 % mientras que el embrión 

somático mostro una baja frecuencia con un 3.33% (Cuadro 3.2). La hoja presento un 

promedio de 2.66 puntos azules por explantes. 

Cuadro 3.2. Tratamiento 1 co-cultivo Phalaenopsis zuma's pixie con A. tumefaciens a una 

concentración de 0.2 D06oonm sin papel filtro. 

Ex plantes Numero de Número Frecuencia de Puntos 
explantes explantes infección(%) azules/explante 

positivos a GUS 

Hoja 30 10 33.33 2.66 

Callo 30 5 16.66 0.33 

Embrión 30 1 3.33 0.66 

somático 

En caso del tratamiento 2 (LBA4404 a D.0.6oonm a 0.2 y con papel filtro) la frecuencia de 

infección mostro un 40 % en el tejido fol iar, eln el tejido calloso mostro un 20% y un 

13.33% en los embriones somáticos (cuadro 3.3) , el trejido foliar presento 4 puntos azules 

por explante, mientras que el embrión somático presento 0.13 puntos azules por embrión 

somatico. 
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Cuadro 3.3. Tratamiento 2 co-cultivo sobre papel filtro Phalaenopsis zuma's pixie con A. 

tumefaciens a una concentración de 0.2 DO soonm· 

Ex plantes Numero de Numero de Frecuencia de Numero de 
explantes explantes infección manchas/explante 

positivos a GUS 

Hoja 30 12 40 4 

Callo 30 
16 1120 110.4 

Embrión 30 4 13.33 0.13 
somático 

En el caso del tratamiento 3 (a D.0.6oonm a 0.5 y sin papel filtro), la frecuencia de infección 

del tejido fo liar fue de 16.66%, el callo presento 6.66% y los embriones somáticos un 

6.66%(Cuadro 3.4), así el número de manchas en el tejido foliar es un promedio de 2.33 

por explante, mientras que en callo es de 0.23 y 0.13 por embrión somático. 

Cuadro 3.4. Tratamiento 3, co-cultivo Pha/aenopsis zuma's pixie con A. tumefaciens a una 

concentración de 0.5 DO soonm sin papel filtro. 

Ex plantes Numero de Numero de Frecuencia de Numero de 
ex plantes explantes infección manchas/ex plante 

positivos a GUS 

Hoja 30 5 16.66 2.33 

Callo 30 2 JE 0.23 

Embrión 30 2 1F" 10.13 

En el tratamiento 4 (a D.0 .6oonm a 0.5 y con papel filtro) , se logró obtener muy baja 

frecuencia de infección a la obtenida en el tratamiento 2, sin embargo en los embriones 

somáticos fue la que presento mayor frecuencia de infección, aunque a pesar de esto los 

porcentajes presentados son muy bajos, de acuerdo a los presentados por Atichart et al., 
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2007, en el cual ut ilizaron el mismo plásmido y la misma cepa de A. tumefaciens. Así 

mismo los resultados obtenidos por Pimda y Bunnag, 2010, con la especie Vanda /ilacina 

fueron muchos mayores a nuestros resultados, sin embargo, para tener éxito en la 

modificación de plantas a través de un sistema indirecto de transformación genética 

empleando A. tumefaciens LBA4404 (pCAMBIA 1305.1) depende de muchos factores 

claves. Una concentración del antibiótico, tipo de tejido, tiempo de co-cultivo, la utilización 

de compuestos fenólicos y la actividad de la A. tumefaciens se consideran cruciales en 

este sistema (Pimda y Bunnag, 201 O). 

Cuadro 3.5. Tratamiento 4, co-cultivo sobre papel filtro Phalaenopsis zuma's pixie con A. 

tumefaciens a una concentración de 0.5 D.O. soonm· 

Ex plantes Número de Número de Frecuencia de Número de 
ex plantes explantes infección manchas/explante 

posit ivos a GUS 

Hoja 30 5 16.66 3.33 

Callo 30 1 3.33 0.1 

Embrión 30 2 6.66 0.2 
somático 

En este tratamiento se observó la frecuencia de infección más baja para el callo. Sin embargo, 

mostró una respuesta mayor en la frecuencia de infección de los embriones. 

96 



• 

Capítulo 111 

3.3. - CONCLUSIONES 

• La amplificación del fragmento del gen hpt (0.59 kb) indican que fue insertado el 

plásmido dentro de la cepa LBA4404. 

• La expresión del gen de ¡3-glucuronidasa evidencia que ~e dio la trasformación del 

tej ido de hoja, embrión, y callo. 

• La frecuencia de infección del tratamiento 2 fue la más óptima en los tres 

explantes de Phalaenopsis zuma's pixie. 

• El uso de papel filtro ayuda a disminuir la cantidad de bacterias en el explante y 

evita la muerte de explantes por exceso de bacteria. 

• Los explantes (callos y embriones) que provenían de medios con TDZ mostraron 

un mayor deceso a las hojas que no estaban en contacto con los reguladores 

directamente. 

• El método de transformación mediante Agrobacterium tumefaciens depende del 

tipo de explante y la densidad óptica de este, así como también la condición en la 

que el explante se encuentre, el tipo de regulador de crecimiento, y los 

antibióticos. 
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4.-DISCUSIÓN 

En la obtención de embriones somáticos a partir de tejido foliar en Phalaenopsis 

zuma's pixie se observó con la adición de una citocinina la cual fue TDZ (thidiazuron); sin 

embargo de acuerdo a lo reportado por Toonen y De Vries, 1996, la embriogénesis 

somática en la mayoría de los casos es con la utilización de la auxina, 2,4-D (2,4-

diclorofenoxiacético), en nuestro caso, optamos por no agregar auxina al medio de 

inducción, ya que en nuestros experimentos preliminares, cuando se le adicionaba auxina 

al medio inducción, los explantes foliares presentaban muy baja respuesta a 

organogénesis y nula presencia de embriones somáticos, así también reporta Ávila-Díaz 

et al., 2009, en la germinación de Laelia speciosa se probaron tres diferentes reguladores 

encontrándose BA el más eficiente en la germinación de las semillas, así mismo en lo 

reportado por Carrasco et al., 2007 obtienen protocormos utilizando 2mg/L de BA esto se 

contradice a lo reportado por Evans et. al. 1981 en el cual demuestra que las 

concentraciones de auxina/citocininas son importantes para la inducción de la 

embriogénesis somática. Sin embargo se considera que en el caso de Phalaenopsis al ser 

epifita puede presentar una gran concentración endógena de auxinas, para la producción 

de raíces, por lo tanto en la inducción in vitro lo es necesario agregar al medio de cultivo 

auxinas. Sin embargo en el 2000 Chen y cols., indujeron callogénesis a partir de 

protocormos de Phalaenopsis en presencia de 2, 4-D y TDZ en medio MS, sin embargo el 

porcentaje de callogénesis mas alta la obtuvieron sin la presencia de 2, 4-D. 

Para la inducción a embriogénesis somática se logró obtener un porcentaje similar 

con 5, 1 O IJM de TDZ, sin embargo, se considera que la óptima para la inducción de 

nuestro di-hibrido es 5 IJM, ya que mientras mayor sea la concentración de TDZ las hojas 

presentan deformaciones lo cual no es deseable para el cultivo, resultados similares 

obtuvo Chung et al., 2005, probando tres auxinas (AlA, IBA, 2,4-D)y cinco citocininas 

(2iP, BA, kinetina, TDZ, zeatina), encontrando entre todas la mejor respuesta con 18 IJM 

de TDZ, para la inducción de embriogénesis somática directa en Oendrobium Chiengmai 

Pink, reporte similar es el presentado por Chen et al., 1999, donde obtuvieron embriones 

somáticos directos a partir de explantes foliares de Oncidium Gower Ramsey, en el cual 

se probó diferentes concentraciones de 2,4-D y TDZ en medio MS, encontrándose la más 

eficiente con 4.54 IJM de TDZ sin la presencia de 2,4-D. Sin embargo Gow et al., 2008, 
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probo cuatro diferentes auxinas (2,4-D, AlA, IBA, ANA), cinco citocininas (2iP, BA, 

kinetina, TDZ, zeatina),GA3 ancimidol, poliaminas, ACC, AgN0 3 y CoCI2 en la inducción de 

embriogénesis somática directa en tejido foliar de Phalaenopsis amabilis y Phalaenopsis 

Nebula, y encontraron que BA y 2ip respectivamente son las más efectivas en la 

inducción de embriones somáticos directos, también encontraron que las auxinas, GA3 , 

ancimidol y poliaminas son inhibidores en ambas especies. La organogénesis directa se 

obtuvo en medio MS a mitad de concentración de sales adicionado con 10 !JM de BAP, 

discrepando esto con los resultados obtenidos por Nayak et al., 1997 quien desarro llo un 

protocolo de producción de brotes a partir de hojas probando tres citocininas (BAP, 

kinetina y TDZ), siendo esta ultima la más efectiva para la inducción con 4.54 !JM para la 

orquídea Acampe praemorsa. 

En el proceso de transformación se utilizó la cepa LBA4404 de Agrobacterium 

tumefaciens, que ha sido utilizada por Maziah y Chern, 2008 y Berlamino y Mii, 2000, los 

resultados obtenidos en el tratamiento número dos, en el que se utilizó una concentración 

bacteriana de 0.2 D0 6oonm con papel filtro, fue de 4% frecuencia de infección , esto supera 

a lo reportado por Mishiba et al. , 2005 que presento una eficiencia de transformación de 

1.3 a 1.9%, sin embargo nuestros resultados difieren a lo reportado por Chai , et al., 2002; 

Atichart et al., 2007; Belarmino y Mii (2000) muestran una eficiencia fue mayor a 50% , en 

donde se utilizan como explante cuerpos parecidos a protocormos de Phalaenopsis. AY 

Sin embargo existen trabajos donde se realiza transformación genética de Phalaenopsis 

mediante biobalistica, como lo reportado por Anzai et al., 1996, donde obtuvieron plantas 

resistentes a Streptomyces higroscopicus. 

Así como también logramos observar que en presencia del papel filtro nuestros explantes 

en ca-cultivo se mantienen turgentes y no se necrosan tanto como los obtenidos sin papel 

filtro, esto se soporta por Cheng et al., 2003, quien reporto un incremento en la 

transformación de trigo con el secado de los explantes previo y durante el cocultivo, a su 

vez Grajales en el 2005 explica que el secado de los tejidos previo al bombardeo causa 

cambios estructurales en la membrana alterando su permeabilidad. 
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4.1.- CONCLUSIONES 

• Se obtuvo la propagación de Phalaenopsis zuma's pixie, en el medio Phytamax®. 

• Se logró establecer el protocolo de regeneración de Phalaenopsis zuma's pixie 

mediante la inducción con TDZ A 1 O!JM en la parte a pi cal de la hoja, y aunque no 

hay diferencias significativas con respecto a 5 !JM, en cuanto a la regeneración de 

plantas se obtuvieron mayor cantidad de plantas enteras ~ 5 IJM de TDZ. 

• En la organogénesis se observó que con 10 IJM de BAP, un mayor número de 

brotes en fotoperiodo, obteniéndose casi el 6% de brotes por explante. 

• Para Phalaenopsis zuma pixie se observó la inducción a embriogénesis somática 

con adición de citocininas en medio MS, y con ausencia de auxinas. 

• El tiempo de ce-cultivo de tres días es adecuado para la transformación de hojas, 

embriones y callos. 

• El mejor sistema de regeneracion en Pha/aenopsis zuma's pixie fue mediante 

embriogénesis somatica, que por organogénesis. 

• La cepa LBA4404 con el plásmido pCAMBIA 1305.1 logro transformar explantes de 

hojas, callos y embriones somáticos de Phalaenopsis zuma's pixie. 

• La adición de acetosiringona (2001JM) al medio de crecimiento bacteriano, permite 

que Agrobacterium tumefaciens infecte a Phalaenopsis zuma's pixie, debido a que 

es una planta monocotiledonea. 

• En la frecuencia de infección fue más efectiva el tratamiento dos para hoja y callo , 

mientras que para los embriones somáticos el tratamiento 4 fue el que presento 

más eficiencia en el caso de los embriones somáticos. 
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ANEXOS 

Medio Phytamax Sigma 

Componentes mg/L 

Nitrato de amonio 825.0 

Polvo de banana (50% Mallo-dextrina) 30000.0 • 
Acido bórico 3.1 0 

Cloruro de calcio anhidro 166.0 

Cloruro de cobalto S-hidratado 0.0125 

Sulfato cúprico ?-hidratado 0.0125 

EDTA-sodio 2-hidratado 37.240 

Sulfato de fierro ?-hidratado 27.850 

Sulfato de magnesio anhidro 90.350 

Sulfato de manganeso 8.450 

loduro de potasio 0.4150 

Nitrato de potasio 950.0 

Fosfato de potasio monobásico 85.0 

Molibdato de sodio 2-hidratado 0.1250 

Sulfato de zinc ?-hid ratado 5.30 

Carbón 2000.0 

MES 1000.0 

Mio-lnositol 100.0 

Acido nicotínico 1.0 

Peptona Tipo 1 2000.0 

piridoxina hidroclórica 1.0 

Sacarosa 20000.0 

Tiamina hidroclórica 10.0 

Se requiere 57.3 g de polvo para preparar 1 L de medio. 
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Medio Murashige y Skoog 

Componentes mg/L 

Nitrato de amonio 1650 mg/1 

Cloruro de calcio 440 

Sulfato de magnesio 370 
' 

Nitrato de potasio 1900 

Fosfato de potasio 170 

Acido bórico 6.2 

Cloruro de cobalto 0.0125 

Sulfato de cobre 0.0125 

Sulfato de manganeso 11.25 

loduro de potasio 0.415 

Molibdato de sodio 0.25 

Sulfato de zinc 8.6 

Niacina 0.5 

Piridoxina 0.5 

Tiamina 0.1 

Glicina 2.0 

Mio inositol 100 

Extracto de levadura 1000 

Sacarosa 30 000 

Gelrite 2 500 
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Fijación: 

Preparación de FAA 

Etanol 500 mi 

Acido Acético glacial 50 mi . 
F ormaldeh ído 100 mi 

H20 350 mi 

Preparación de PBS 1 O X 

Agregue 76.0 g de NaCI (1 .3 M), 12.46 g de Na2HP04 H20 (70 mM, ) y 4,68 g de 

NaH2P04 H20(30 mM) a 900 mi de agua, ajustar el pH a 7.4 con solución M de NaOH o 

HCI, y afore a 1 litro antes de esterilizar. 
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Fijación de material biológico en FAA 

1.- Sumergir el tejido en el fijador 

2.- Aplicar vacío al material biológico x 1 O min y dejar x 3 h 

3.- Aplicar vacío x 1 O m in y dejar que el material se vaya al fondo del recipiente 

4.- Cambiar el FAA y dejar toda la noche en agitación y/o refrig~ración . 

5.- Cambiar el FAA y agregar PBS en frío , se deja agitando 30 min. 

6.- Renovar el PBS en frió y dejar en agitación 1 h 

7.- Eliminar el PBS y adicionar ETOH 30% en agitación 1 h 

8.- Cambiar a ETOH 50% en agitación 1 h 

9.- Cambiar a ETOH 70% toda la noche en refrigeración 

Inclusión en parafina con butanol 

1.- Agregar ETOH 95% 30 min a 94°C 

2.- Agregar ETOH 95 % 30 min a 94°C 

3.- Agregar B~anol1 00% T.A. 24 h (di a 1) 

4.- Agregar Butanol 100% T.A. 24 h (dia 2) 

5.- Agregar Butano! 100% T.A. 24h (dia 3) 

16.- Adicionar 15 hojuelas de parafina y colocarlo en agitación toda la noche a 

temperatura ambiente. 

17.- Al día siguiente: agregar más hojuelas a 60 oc x la mañana 

18.- Al día siguiente primer cambio de parafina liquida 
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19.- Al día siguiente segundo cambio de parafina 

20.- Al día siguiente tercer cambio de parafina 

22.- Cubrir todo el explante con la parafina para evita que el explante se hidrate 

23.- Colocar las inclusiones en los moldes. 

Desparafinización de los cortes 

1.- Colocar los cortes en solución de Histoclear en una caja couplin por 1 O minutos 

2.- Colocar los cortes en solución de Histoclear en una caja couplin por 15 minutos 

Hidratación 

3.- Colocar los cortes en etanol al 96 %, al 50 % y al 30 % en una caja copian por 2 

minutos respectivamente. 

4.- Dejar secar a 42° e hasta el día siguiente. 

Doble tinción APS + Naphtol blue black 

Ácido periódico-Schiff (APS) + Azul-Negro de Naftol 

Protocolo 

Parafina* 

Hidrolizar cortes en ácido periódico 5' 

Lavar en agua corrientes con piseta y dejar secar 
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Teñir (x goteo) en reactivo de Schiff en oscuridad <1' 

Lavar en agua hasta que agua quede incolora y secar 

Teñir en solución de azul-negro de naftol al 1% en ácido acético al 7% a temperatura 

ambiente o calentada previamente a 60 oc < 1' 

Lavar rápidamente y abundantemente en agua y secar 

Opcional: Regresar al ácido acético al 7% para examinar la tinción en el microscopio 

Deshidratar en serie 50 % y 100 % etanol y secar 

Secar y montar en Permount. 

Preparación de Colorantes 

1) Reactivo de Shiff 

Pararosalinine chloride ( fucscina básica) 1.0 g 

Metabisulfito de Sodio 3.0 g 

Carbón Activado 0.5 g 

HCI 1 N 30.0 mi 

H20 destilada cbp 200.0 mi 

2) Ácido periódico (Sigma 7875), para hidrólisis 15'a 20 ' temperatura ambiente* 

Ácido periódico 1.0 g 

100.0 mi 

3) Naphtol blue black (Sigma N 3005), se usa para contrastar la tinción PAS 

Ácido acético al 7 % 100.0 mi 

Naphtol blue black 1.0 g. 
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Resultados de la tinción: 

EL ácido periódico-Schiff es uno de los métodos más utilizados en histología, en esta 

técnica se tratan los explantes con ácido periódico que oxida los 1 ,2 glicoles formándose 

grupos aldehído. Con el reactivo de Schiff, se puede observar que los polisacáridos se 

tiñen específicamente de color rojo al igual que las reservas de almidón y las paredes 

celulares, el nucléolo y núcleo tiñen de color azul verdoso, mientras que con el azul de 

naftollas reservas proteínicas se tiñen específicamente de color azul oscuro. 

Protocolo de Transformación de bacterias E. coli de la cepa DH5a 

Recomendaciones: 

*Antes de comenzar este protocolo, se recomienda tener todos los materiales listos, las 

incubadoras a la temperatura recomendada, ya que las bacterias no pueden pasar mucho 

tiempo fuera del ultracongelador sin ser usadas. 

*Las bacterias E. coli de la cepa DHSa se mantienen a una temperatura de -80°C en un 

ultracongelador; por lo que al sacarlas de este para uso, los tubos deben estar todo el 

tiempo en hielo. 

*Para el caso del vector pGem-Teasy, se utiliza como antibiótico de selección la 

Ampicilina. 

*La incubación de las bacterias en la estufa no debe pasarse de las 16 hrs, ya que 

después de este tiempo otros microorganismos y colonias satélite pueden comenzar a 

crecer afectando a nuestras colonias de bacterias. 

Proceso: 

1. Mezclar en picofuga, la reacción de ligación del vector pGem-Teasy con el 

fragmento de ADN que se desee ligar 

2. Agregar todo el contenido de la reacción de ligación a los tubos que contienen las 

cepas bacterianas de E. coli de la cepa DHSa sin sacar estos tubos del hielo 
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3. Mezclar la reacción dando pequeños golpes, cuidando el tiempo en que los tubos 

están fuera del hielo 

4. Dejar incubando los tubos en hielo por 20 minutos 

5. Llevar a cabo el proceso de heatshock: incubar 45 segundos las cepas a 42°C e 

inmediatamente incubar en hielo por 2 minutos. 

6. En campana de flujo laminar previamente limpiada y utilizando material estéril: 

Añadir 9001-JI de medio SOC 

7. Dejar incubando en agitación a 37°C en un orbitador a 170 rpm por 2 h 

8. Centrifugar a 5000 rpm las muestras y decantar sobrenadante, cuidando la pastilla 

formada con poco volumen de medio. 

9. En campana de flujo laminar: Plaquear 201-JI de X-gal (Concentración : 501-Jg/ml) y 

dejar secar. 

Resuspender (con ayuda de puntas estériles y micropipeta) la pastilla formada de 

la centrifugación con el medio que le quedó y plaquear 1 001-JI en cajas petri con 

medio de cultivo LB (20 mi) adicionado con 201-JI de ampicilina ' (Concentración: 

501-Jg/ml) como antibiótico de selección 

10. Dejar en la estufa de incubación a 37°C por 14 a 16 hrs 

Medio LB sólido (1 lt) 

Triptona 10 gr 

Extracto de levadura 5 gr 

NaCI 5 gr 
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NaOH 1N 11ml 

Mezclar en agua destilada y agregar 15 gr de Agar 

Esterilizar y vaciar en campana 

*Si se requiere usa antibiótico; agregar este antes de vaciar, cuidando no tener una 

temperatura muy alta, ya que el antibiótico podría degradarse. 

Medio SOC (1 lt) 

Triptona 20 gr 

Extracto de levadura 5 gr 

1M NaCI 10 mi 

1M KCI 2.5 mi 

Mezclar en agua destiladay alicuotar en frascos de 50 mi. 

Esterilizar y añadir a cada alícuota: 

2M MgL+ 0.5 mi 

2M Glucosa O.Sml 
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X_Gi uc (20 mg/ml) 

Pesar 25 mg de 5-bromo-4-cloro-3-indolil ~-D- ácido glucuronido ciclo hexil sal de 
amonio (X-Giuc) y disolver en 1000 IJL dimetil sulfóxido (DMSO) . 

Cubrir los tubos con papel aluminio y guardar en congelación 

*Todo el procedimientos de selección de bacterias, se llava a cabo en condiciones 

estériles en campanas de flujo laminar con material estéril 

*Para acelerar el proceso de alicuotar el medio LB con ampicilina en los tubos de 

cultivo y evitar contaminación del medio, se recomienda preparar el medio LB con 

la ampicilina en un vaso precipitado tomando en cuenta el volumen total del 

número de tubos que se van a utilizar, agregar a este el volumen total requerido 

del antibiótico para totas las muestras; mezclar con ayuda de una micropipeta de 

5000 IJL, repartir en cada a cada tubo el volumen requerido . 

1. Seleccionar colonias de bacterias que presenten el color blanco para llevar a 

cabo el crecimiento de estas en medio LB líquido 

2. Llenar con 4 mi de medio LB adicionado con 41JI de ampicilina (50 j.Jg/ml) como 

antibiótico de selección los tubos de cultivo estériles 

3. Picar la colonia de bacteria seleccionada con un palillo de dientes o con puntas 

de micropipeta estériles y, agregar este inmediatamente al tubo de cultivo 

4. Dejar en crecimiento los tubos de cultivo en agitación a 150 prm por no más de 

16 hrs. 
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Medio LB Hquido (1 lt) 

Triptona 10 gr 

Extracto de levadura 5 gr 

NaCI 5 gr 

NaOH 1N 1ml 

Mezclar con agua destilad y esterilizar 

Protocolo de Minipreparaciones para la purificación del plámidos 

1. Colectar las células bacterianas crecidas 16 hrs previas a este proceso 

2. Resuspender vigorosamente la pastilla en 100 1-11 de Buffer 1 (TEG) 
Dejar incubar 5 minen hielo 

3. Adicionar 200 IJI de buffer 2 (NS) y mezclar por inmersión rápida 
Dejar incubar 5 min en hielo 

Anexos 

4. Adicionar 150 IJI de buffer 3 (KoAC) y mezclar cuidadosamente por inmersión 
lenta 
Dejar incubar por 5 min en hielo 

5. Centrifugar 15 a 20 min a 13000 rpm 

6. Tomar el sobrenadante y Adicionar 900 IJI de etanol absoluto fria 

7. Mezclar por inmersión 

(En este punto, el procedimiento puede ser detenido hasta por 24 hrs [simpre y 
cuando las muestras se mantengan en congelación]) 

8. Incubar 2 min a temperatura ambiente 

9. Centrifugar 15 min a 13000 rpm 

1 O. Decantar el sobrenadante y lavar la pastilla con etanol fria al 70 % (2 veces) 

11 . Dejar secar la pastilla 
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12. Resuspender en 30 a 50 1-11 de agua ultrapura estéril 

13. Adicionar 1 1-11 de RNAsa (1 O mg/ml) e incubar a 37°C por 30 a 60 m in 

14. Guardar en congelación 

Buffer 1 (TEG) 250 mi 

Glucosa (50mM): 6.25 mi ' 
Tris (25mM): 6.25 mi 
EDTA (10mM): 5 mi 

Anexos 

Preparar cada componente de forma independiente y tomar el volumen 
requerido. 
Mezclar los componentes en agua estéril 
Mantener en refrigeración 

Buffer 2 (NS) 500 mi 

NaOH (0.2N): 25 mi 
SOS (0.5%) : 12.5 mi 

Preparar cada componente de forma independiente y tomar el volumen 
requerido. 
Mezclar los componentes en agua estéril 
Mantener a temperatura ambiente. 

Buffer 3 (KoAc) .(375 mi) 

Acetato de Potasio (5M): 225 mi 
Ácido acético glacial: 43 mi 

Preparar el acetato de potasio de forma independiente y tomar el volumen 
requerido para mezclar con agua estéril y agregarle lentamente en ácido acético 
Mantener a temperatura ambiente 
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