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RESUMEN.

Se logré la propagacion in vitro de Moringa oleifera a partir de apices tomados de
plantulas de 3-4 cm de longitud. Estos se colocaron en medio basal MS, donde se
generaron brotes cuyos segmentos nodales fueron repetidamente subcultivados en
medio MS suplementado con 4.44 uM de Benziladenina (BA). Los resultados obtenidos
mostraron que cerca del 90% de los explantes apicales cultivados sin la adicion de
reguladores del crecimiento respondieron satisfactoriamente formando de 4-5 secciones
internodales y generando raices. Por su parte, el 80% de los explantes nodales cultivados
en presencia de BA formaron brotes multiples. Por lo anterior, es posible el
establecimiento de cultivos in vitro de plantas de moringa, donde cada explante tiene una
alta capacidad de formar nuevos brotes, sin la necesidad de afadir reguladores de
crecimiento exégenos. Por otro lado, se probé el efecto de tratamientos con citocininas
(BA) y auxinas (ANA) en segmentos de hipocotilo. En varias de las combinaciones
analizadas se observé la produccion de tejido calloso y de brotes adventicios. Con esto
ultimo se probé la posibilidad de regenerar esta especie a través de la organogénesis.
Finalmente, se evaluaron tres métodos de transformacion genética en explantes de
moringa: a) A. rhizogenes; b) A. tumefaciens, y; c) bombardeo. Primeramente nos
basamos en protocolos ya establecidos para otras especies de plantas; sin embargo las
condiciones para cada sistema de transformacion se fueron modificando, conforme se
avanz6 en la metodologia. El objetivo de este trabajo consistié en la evaluacion de los
sistemas de transformacion para probar si Moringa oleifera era factible de transformar.
Para la transformacién mediada por A. rhizogenes en explantes de hipocotilo de moringa
se utilizé la cepa A4, con el vector binario pESC4; se obtuvieron 81 raices presuntamente
transformadas, con un promedio de 2-4 raices por explante. La transformacion fue
confirmada mediante el ensayo histoquimico de B-glucoronidasa; donde el 48% de las
raices presentaron actividad del gen gus. Para la transformacion mediada por A.
tumefaciens en explantes de hipocotilo de moringa se utilizo la cepa LBA 4404 portando el
plasmido binario pBI121, se obtuvieron 16 brotes presuntamente transformados, donde el
31% mostraron actividad del gen gus. La transformacion por bombardeo se realizé en
tallo, callos y brotes de callos de moringa. Se utilizé el plasmido pAHC25 que contiene un
gen reportero (gus) y un gen de seleccion (BAR) que le confiere resistencia al herbicida
BASTA, por lo cual se realizd previamente un ensayo de susceptibilidad a este herbicida.

Con este método de transformacién no se observaron resultados positivos.
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ABSTRACT.

The in vitro propagation of Moringa oleifera from apexes taken from seedlings 3-4 cm in
length was achieved. These were placed on MS basal medium, where shoots were
generated. Nodal segments of these shoots were repeatedly subcultured on MS medium
supplemented with 4.44 yM benzyladenine (BA). The results showed that about 90% of
the apical explants cultured without addition of growth regulators responded satisfactorily
forming 4-5 internodal sections and generating roots. For its part, 80% of the nodal
explants cultured in the presence of BA formed multiple shoots. Therefore, it is possible to
establish in vitro cultures of moringa plant, where each explant has a high ability to form
new shoots, without the need to add exogenous growth regulators. Furthermore, the effect
of treatments with cytokinin (BA) and auxin (NAA) in hypocotyl segments was proven. In
several combinations tested, production of callus and adventitious shoots were observed.
With this the possibility of regenerating the species through organogenesis was proven.
Finally, three methods for genetic transformation of moringa explants were evaluated: a)
A. rhizogenes; b) A. tumefaciens, and; c) bombardment. First we rely on protocols
established for other plant species; however the conditions for each transformation system
were modified, as advanced in the methodology. The objective of this work consists in the
evaluation of the transformation systems to test whether Moringa oleifera was feasible to
transform. For A. rhizogenes mediated transformation of moringa hypocotyl explants, A4
strain with the binary vector pESC4 was used; 81 presumably transformed roots were
obtained, averaging 2-4 roots per explant. The transformation was confirmed by
histochemical assay of B-glucuronidase; where 48% of the roots showed gus gene activity.
For transformation mediated by A. tumefaciens in moringa hypocotyl explants, strain LBA
4404 bearing the binary plasmid pBI121 was used, and 16 presumably transformed shoots
were obtained, where 31% exhibited GUS activity. Transformation by bombardment was
performed on moringa stem, calluses and shoots. The pAHC25 plasmid containing a
reporter gene (GUS) and a selection gene (BAR) that confers resistance to the herbicide
BASTA, was used. Where by a susceptibility assay to this herbicide previously performed.

With this transformation method no positive results were observed.
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l.  INTRODUCCION.

Moringa oleifera Lam. es la especie mas ampliamente cultivada de la familia
Moringaceae, que es nativa de las zonas de sub-Himalaya de la India, Pakistan,
Bangladesh y Afganistan. Es un arbol de rapido crecimiento (también conocido como el
arbol de rabano, arbol de baquetas, kelor, marango, Moonga, mulangay, nébéday,
saijhan, sajna o aceite de arbol de Ben), que por sus caracteristicas biologicas y su facil

adaptabilidad a diferentes climas ha sido introducido en muchos lugares de los trépicos.

Es un arbol de madera blanda de baja calidad, pero que durante siglos se ha
aprovechado para usos medicinales, industriales y tradicionales. Se considera un cultivo
importante en la India, Etiopia, Filipinas y Sudan, también ha sido introducido en las islas
del Pacifico Occidental, Africa Oriental y del Sur, Asia tropical, América Latina, el Caribe y
Florida. Todas las partes del arbol de moringa son comestibles y hace tiempo que ha sido

consumido por los seres humanos (Olson y Fahey, 2011).

Mark E. Olson (2001) clasifico a esta planta segun su taxonomia y sistematica,
donde afirmé que el taxon méas probable es Cylicomorpha (Caricaceae).

Taxondémicamente, define a M. oleifera por sus caracteristicas morfolégicas como:

“‘Una planta con hojas pinnadas grandes, en donde cada hoja esta dividida en
muchos foliolos dispuestos sobre un armazén llamado raquis (Fig. 1A). Los frutos forman
una capsula larga y lefiosa que cuando alcanza la madurez se abre lentamente en 3
valvas que se separan la una de la otra por su longitud, quedando pegadas sélo en la
base del fruto (Figs.1B, C). En la mayoria de las especies, las semillas presentan 3 alas
longitudinales. La combinacién de hojas pinnadas, frutos trivalvados y semillas con 3 alas

hace que sea muy facil reconocer una moringa”.

Para asegurar la identificacion, se pueden buscar las glandulas foliares
caracteristicas de esta familia, las cuales se encuentran en ambos lados flanqueando la
base o en el 4pice del peciolo y en la mayoria de las articulaciones del raquis (Fig. 1).
Caracteristicas aun menos aparentes incluyen los ductos de goma en la médula de los

tallos y elementos de vaso con placas de perforacion sin bordes (Olson y Carlquist, 2001).

8

“DESARROLLO DE UN SISTEMA DE PROPAGACION IN VITRO Y TRANSFORMACION GENETICA
EN PLANTAS DE MORINGA (Morinaa oleifera Lam)”



glandulas
enlas
articulaciones

folioloQ

|

una hoja

Figura 1. Identificacion de Moringa oleifera. A) hojas grandes, pinnadas, que pueden alcanzar unos 60 cm de
longitud; estan divididas en foliolos dispuestos sobre un raquis. En la articulacion de cada raquis se
encuentran pequefias glandulas d 1mm de longitud. B-D) frutos y semillas. B) Fruto, una capsula ligera,
lefilosa y seca, que en la madurez mide de 10 a 30 o hasta 50 cm; C) el fruto se abre en 3 partes o valvas. D)
semillas de 1.5-3 cm de diametro con un centro de color café oscuro y 3 alas de color beige; la silueta muestra
la configuracion de las 3 alas. La moringa es la Unica planta en México con hojas pinnadas con glandulas en
las articulaciones, frutos con 3 valvas y semillas con 3 alas (Olson y Carlquist, 2001).

Lim (2012) describi6é a la moringa como un arbol caducifolio (de hoja caduca), muy
ramificado a los 10 m., con fruncido, corteza gris que se desprende en escamas de
corcho, madera suave y blanca, raiz tuberosa penetrante y una corona delgada. Las hojas
son alternas, 2-3 pinnadas de hasta 60 cm de largo, con 4-6 pares de pinnas algo
agrupadas hacia el final de la ramita. Peciolo 4-15 cm de largo, 1-6 mm pecidlulos; valvas
elipticas u ovoides, 0.5-3 m por 0.3 a 2 cm, delgadas, glabros o puberulentas, de color
verde grisaceo. Las inflorescencias son paniculada, axilares, con numerosos blanco
cremoso, fragante, flores zigomorficas. El fruto es alargado, pendular, lineal, en forma de
daga, 3-anguloso, 9-nervada, dividiéndose en tres valvas. Semillas numerosas,
subglobosos, 1-1.4 cm de diametro, con tres alas delgadas y embebidos en la placenta

carnosa blanquecina.

Se le han atribuido muchos usos a M. oleifera (Fuglie, 1999). Algunos de ellos
consisten en el cultivo en franjas (produccion de biomasa), como forraje para animales
(hojas y semillas tratadas ), produccion de biogas (de las hojas), productos de limpieza
doméstica (hojas trituradas), colorante azul (madera), esgrima (arboles vivos), fertilizantes
(semilla), nutriente foliar (jugo exprimido de las hojas), abono verde (de hojas), goma (de

troncos de arboles), la miel y el jugo de la cafia de azucar - clarificador (semillas en
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polvo), miel (néctar de las flores), uso medicinal (todas las partes de la planta), plantas
ornamentales, regulador de la estructura del suelo (incorporacion al suelo de las hojas
para evitar el ahogamiento de las plantulas ocasionado por falta de aireacion e
inmovilizacién de algunos nutrientes) , pulpa (madera), cuerda (corteza), tanino para curtir
cuero (corteza y las encias) , purificacion del agua (semillas en polvo) y como aceite
(extraido de semilla de moringa con un rendimiento del 30-40 % en peso), también
conocido como aceite de Ben.

I.1 Propiedades Nutracéuticas de M. oleifera.

Los arboles de este género y especie, en los Ultimos tiempos se han considerado
como una fuente sobresaliente de proteina altamente digestible, proveedora de calcio
(Ca), Hierro (Fe), vitamina C y carotenoides adecuados para su uso en muchas de las
llamadas regiones "en desarrollo" del mundo donde la desnutricibn es una de las

principales preocupaciones.

En algunas regiones (Africa) se han usado los arboles de M. oleifera para combatir
la malnutricién, especialmente entre los nifios y las madres lactantes. Las hojas se
pueden comer frescas, cocidas o almacenadas en forma de polvo seco durante varios
meses sin refrigeracion, donde al parecer no disminuye su valor nutricional. Esta especie
puede ser una fuente importante de alimento en los tropicos debido a que el arbol esta

lleno de hojas al final de la temporada seca, cuando otros alimentos suelen ser escasos.

Actualmente la comunidad cientifica contempla varias lineas de investigacion
sobre las propiedades nutricionales de la moringa. Por ejemplo a Tee et al. (1997)
informaron de la composicion de nutrientes de vainas frescas de moringa por cada 100 g
de porcién comestible como: energia 40 kcal, 84.6 g. de agua, proteinas 5.1 g., grasas 0.3
g., hidratos de carbono 4.1 g., fibra 6.1 g, 0.8 g. de cenizas, calcio 22 mg, fosforo 31 mg,
0.3 mg de Hierro, 3 mg de Sodio, 208 mg de Potasio, 75 mg de carotenos, vitamina A 13

mg, vitamina B1 0.05 mg, vitamina B2 0.12 mg, niacina 0.2 mg y vitamina C 258 mg.
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Por otra parte, el Instituto de Nutricibn de Centroamérica y Panama (INCAP), a
través del Proyecto “Rendimiento y uso potencial de Moringa oleifera en la produccion de
alimentos de alto valor nutritivo para su utilizacion en comunidades de alta vulnerabilidad
alimentario-nutricional de Guatemala”, estudio el comportamiento agronémico de la planta
en diversas condiciones edafoclimaticas, su contenido nutricional y la evaluacion biolégica
de sus nutrientes, sugiriendo su aplicacion como suplemento en harina y diversas
preparaciones tradicionales de Guatemala (Alfaro y Martinez, 2007). Algunos de los
resultados obtenidos muestran que, de un andlisis proximal (valores por 100 gr) de las
diversas partes de la planta de moringa (hojas, vainas y semillas), se extraen altos
aportes nutrimentales, entre ellos; proteinas (20.5%), grasas (27.2%), energia de
carbohidratos (207 kcal), minerales y vitaminas, como calcio (6.2 mg), potasio (27.5 mg),

hierro (5.4 mg), vitamina C (1.9 mg), y carotenos (343.6 ug como (-caroteno).

La hoja de moringa posee un porcentaje superior al 25% de proteinas, esto es
similar a los aportes proteinicos de alimentos como el huevo, o el doble que la leche,
cuatro veces la cantidad de vitamina A de las zanahorias, cuatro veces la cantidad de
calcio de la leche, siete veces la cantidad de vitamina C de las naranjas, tres veces mas
potasio que los platanos, cantidades significativas de hierro, fosforo y otros elementos
(AGRODESIERTO, 2006).

A su vez, Saini et al. (2012) analizaron la composicion nutrimental de las plantas
derivadas de cultivo de tejidos de M. oleifera por HPLC y espectrofotometria y
encontraron que estas plantas eran superiores sobre las plantas control (cultivadas
convencionalmente) por su contenido de nutrientes y clorofila, en el que se encontraron
13.2% y 14.7% mayor cantidad de a-tocoferol y carotenoides totales, respectivamente.
Estas observaciones coinciden con los resultados obtenidos por Faisal y Anis (2006) y
Debnath (2009) quienes descubrieron que las plantas micropropagadas evidencian un
mayor contenido de nutrientes en comparacibn con las plantas cultivadas

convencionalmente.
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I.2 Fitoquimicos de Moringa sp.

Los fitoquimicos son productos quimicos producidos por las plantas. Es comudn
referirse Unicamente a los productos que pueden tener un impacto en la salud o en el
sabor, textura, olor o color de las plantas; sin embargo, estos no son considerados como
nutrientes esenciales por el ser humano. Un andlisis de los fitoquimicos de algunas
especies de moringa podria proveer una oportunidad para examinar una amplia gama de

compuestos con diferentes usos y aplicaciones.

De acuerdo a algunos autores, la familia a la que pertenecen las especies del
genero Moringa es rica en compuestos que contienen el azlicar simple ramnosa, y posee
un grupo unico de compuestos llamados glucosinolatos y los isotiocianatos (Fahey et al.
2001; Bennet et al. 2003). Por ejemplo, las preparaciones de moringa contienen
componentes especificos que incluyen 4-(4' -O-acetil-a-L-ramnopiranosiloxi) bencil
isotiocianato (Fig. 2-1), 4-(a-L-ramnopiranosiloxi) bencil isotiocianato (Fig. 2-2), niamicina
(Fig. 3-3), Pterygospermina (Fig. 2-4), isotiocianato de bencilo (Fig. 2-5), y 4-(o-L-
ramnopiranosiloxi) bencil glucosinolato (Fig. 2-6) que se ha informado que tienen actividad

hipotensora, contra el cancer y antibacterianos.

Mientras que los compuestos mencionados son relativamente Unicos de las
Moringaceas, estas también son ricas en un gran numero de vitaminas y minerales, asi
como otros fitoquimicos mas comunmente reconocidos tales como los carotenoides

(incluyendo B-caroteno o pro-vitamina A).
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Figura 2. Estructuras fitoquimicas importantes en las especies de moringa. 1) 4-(4-O-acetil-o-L-
ramnopiranosiloxi) bencil isotiocianato; 2) 4-(L- ramnopiranosiloxi) bencil isotiocianato; 3) niamicina (niazimicin
en inglés); 4) pterigospermina; 5) bencil isotiocianato; 6) 4-(a-L- ramnopiranosiloxi) bencil glucosinolato (Fahey
et al. 2001; Bennet et al. 2003)

Se han encontrado en los extractos de hojas, frutas y semillas de moringa la presencia de

acido gélico, &cido clorogénico, acido elagico, acido ferdlico, kaempferol, quercetina y la
vainillina (Singh et al. 2009).

Distintas partes de la planta presentan estos fitoquimicos, entre otros:

Flor: Pterigospermina (Das et al.1957), de 9 octadecan-1-ol, (Z) - (CAS) cis-9-
octadecen-1-ol, oleol, satol, Ocenol, sipo, acido decanoico y dodecanal (Napolean
et. al. 2009).

Frutas: O-[2'-hidroxi-3'-(2"-heptenyloxy)]-propil undecanoato y O-etil-4-[(a-L-
ramnosiloxi)-bencil] carbamato de metilo junto con p-hidroxibenzoato de metilo y B-
sitosterol (Faizi et al. 1998); glucésidos fendlicos; 4-[(2'-O-acetil-a-L-ramnosiloxi)
bencil] isotiocianato, 4 - [(3'-O-acetil-a-L-ramnosiloxi) bencil] isotiocianato, y S-
metil-N-{4-[(a-L-ramnosiloxi) bencil]} tiocarbamato, junto con cinco glucésidos

fendlicos conocidos (4-8) (Cheenpracha et al. 2010).
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e Semillas: 4 (o-L-ramnosiloxi) isotiocianato de bencilo (Eilert et al. 1981);
fenilacetonitrilo (Villasefior et al. 1989a); 4 (a-L-ramnosiloxi) fenilacetonitrilo, 4-
hidroxifenilacetonitrilo, y 4-hidroxi-fenil-acetamida (Villasefior et al.1989b); O-etil-4-
(a-L-ramnosiloxi) carbamato de bencilo, 4 (a-L-ramnosiloxi)-bencil isotiocianato,
niamicina, niacirina, 3-sitosterol, glicerol-1-(9-octadecanoato), 3-O-(6'-O-oleoil-3-D-
glucopiranosil)-B-sitosterol, y B-sitosterol-3-O-B-D-glucopirandésido, (Guevara et al.
1999); 4-(a-L-ramnopiranosiloxi)-benzilglucosinolato (Bennet et al. 2003); B-
sitosterol (Mahajan y Mehta, 2011); roridina E, veridiflorol, acido 9-octadecanoico
(Nepolean et al. 2009)

I.3 Propiedades Farmacoldgicas de las partes de la planta M. oleifera.

[.3.1 La biodisponibilidad de la vitamina A / carotenos

Nambiar y Seshadri (2001) trataron ratas con una dieta deficiente de vitamina A
por 4 semanas. Al término de las 4 semanas, los autores dividieron las ratas en 4 grupos.
Un grupo recibi6é acetato de vitamina A, el segundo grupo hoja fresca de moringa, el tercer
grupo hoja deshidratada y el cuarto grupo sirvi6 como comparacion y siguio con la dieta
carente de vitamina A. Después de 4 semanas, encontraron que, el -caroteno a partir de
hojas de moringa fue eficaz en la superacién de la deficiencia de vitamina A. Aunque los
niveles sanguineos de vitamina A fueron un poco méas bajos en las ratas suplementadas
con moringa en comparacion con aquellas que recibieron acetato de vitamina A (25.8—
28.2 pg/dL vs. 34.7 pg/dL), estos resultados sugieren que la administracién de moringa

parece ser suficiente para contrarrestar los efectos de la falta de vitamina A.

En ratas alimentadas con una dieta deficiente en vitamina A se observé una
marcada reduccion en la ingesta de alimentos, el peso corporal, acompafiada de sintomas
clinicos de la deficiencia de vitamina A y un descenso en el suero de vitamina A (29,2 a

19,1 g/dl) y el higado de vitamina A (3,7 a 2,0 g/dl) al final de las 4 semanas.

Por el contrario en los grupos alimentados con hojas de moringa, se observaron
mejoras significativas en los signos clinicos, la ingesta de alimentos y los pesos

corporales en los tres grupos alimentados con vitamina A (4000 Ul/kg de dieta) en forma
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de acetato de vitamina A (grupo A), hojas frescas de moringa (grupo B) o hojas
deshidratadas (grupo C) en comparacion con el grupo control y al final de las 4 semanas.

También se observé una mejora significativa en los niveles de retinol en el higado
en la reposicion de 4 semanas en los tres grupos, en comparacion con el grupo deficiente
de vitamina A. En términos de los pardmetros de crecimiento, el tratamiento con hojas
frescas de moringa y deshidratadas fueron mejores que con el tratamiento sintético de la
vitamina A. Por tanto, los investigadores llegaron a la conclusion de que en los paises en
desarrollo como la India, fuentes de vitamina A, tales como hojas de moringa eran

valiosas para superar el problema de la deficiencia de vitamina.

|.3.2 Actividad antioxidante.

El proceso de la oxidacion no sélo causa la corrosion del hierro sino que procesos
parecidos también afectan los alimentos. Los agentes de conservacion se agregan a
éstos precisamente para que las grasas poliinsaturadas, como son los aceites vegetales,
oxiden (arrancien) mas lentamente. Los flavonoides son conocidos por sus propiedades
antioxidantes y los efectos antiproliferativos que pueden proteger el cuerpo contra

diversas enfermedades y trastornos.

En hojas de moringa se identificaron flavonoides y sus respectivas cantidades:
guercetina 89,8 mg/100 g de peso fresco, kaempferol 36,3 mg/100 g de peso fresco,
isorhamnetina 2,9 mg/100 g de peso fresco dando un contenido total de flavonoides de

129 mg/100 g de peso y de materia seca de 25,5% (Yang et. al 2008).

Por otra parte los estudios realizados por Sreelatha y Padma (2009) sugirieron que
los extractos de las hojas, tanto maduras y tiernas de M. oleifera exhibieron una potente
actividad antioxidante contra los radicales libres, previniendo el dafio oxidativo a las

biomoléculas mas importantes y una proteccion significativa contra el dafio oxidativo.

Sasikala et al. (2010) encontraron que la fraccion flavonoide de hojas de M.
oleifera fue eficaz en la prevencion de cataratas en el modelo de selenito mediante la

mejora de las actividades de la enzima antioxidante y el contenido de sulfhidrilo. Asi
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mismo logro reducir la intensidad de la peroxidacién de lipidos, y la inhibicién de la
generacion de radicales libres en crias de rata. El contenido de fenoles totales de la
fraccion flavonoide de hojas de M.oleiferase encontr6 de 4,4 mg de catequina
equivalente/ gr. de material vegetal seco. El extracto mostré actividad notable en 2,2-
difenil-picrilhidrazil (IC 5 36 g/ml) y en el radical superoxido (IC 5, 33,81 g/ml) en ensayos
de barrido. La fraccion flavonoide evita eficazmente los cambios morfolégicos y el dafio

oxidativo en la lente.

[.3.3 Actividad contra el cancer

En los seis compuestos bioactivos aislados del extracto etandlico de semillas de
M. oleifera, se encontr6 niamicina por tener una potente actividad antitumoral en la
promocidon de la carcinogénesis de dos etapas en piel de raton, utilizando 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) como iniciador y el TPA (12-O-tetradecanoil-forbol-13-
acetato) como promotor de tumores (Guevara et al. 1999). A partir de estos resultados, se
propuso niamicina para ser un potente agente quimio-preventivo en la carcinogénesis

quimica.

Un grupo de investigadores (Bharali et al. 2003) realizaron un extracto
hidroalcohdlico del fruto de M. oleifera en dosis de 125 mg/kg de peso corporal y 250
mg/kg de peso corporal para 7 y 14 dias, respectivamente, y se administrd a ratones
hembra Swiss albino de 6-8 semanas de edad. Este extracto produjo cambios modulados
en la fase | (citocromo b (5) y el citocromo P (450)) y en la fase Il en enzimas (glutation-S-
transferasa), enzimas antioxidantes, el contenido de glutation y la peroxidacion de lipidos

en el higado de los ratones.

Un aumento significativo de las actividades hepaticas de citocromo b (5), el
citocromo P (450), enzimas como la catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa, el
contenido soluble en &cido sulfhidrilo (-SH) y una disminucion significativa en el nivel de
malondialdehido hepatica se observd en ambos niveles de dosis de tratamiento cuando
se compara con los valores de control. Se encontrd actividad de la enzima glutation-S-
transferasa, para ser aumentado de manera significativa s6lo en el nivel de dosis méas

alto. El Hidroxianisol butilado (BHA) suministrado a una dosis de 0,75% en la dieta de 7 y
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14 dias (control positivo) causé un aumento significativo en los niveles hepéticos de
enzimas de la fase | y fase Il, enzimas antioxidantes, el contenido de glutation y una

disminucion en la peroxidacion de lipidos.

Estos resultados son indicativos de un posible potencial quimiopreventivo
del extracto de M. oleifera contra la carcinogénesis quimica a través de una via hepética.

[.3.4 Actividad Anti-hiperlipidemiay anti-hipercolesterolemia.

Ghasi et al. (2000) evaluaron los efectos hipocolesteromiantes del extracto crudo
de la hoja de M. oleifera en ratas Wistar alimentadas con dieta ricas en grasas,
manteniendo las ratas en dieta alta en grasa aumentd significativamente los niveles de
colesterol total en suero (P<0.0005), el higado (P<0.0005), y rifibn (P<0.01) en
comparacion con las ratas en una dieta normal. El aumento fue del 28% en el suero, 38%
en el higado, y 24% en el rinidn. Cuando la dieta alta en grasas se administra
conjuntamente con el extracto crudo de la hoja de M. oleifera, se disminuyé el efecto del
colesterol creciente de la dieta alta en grasas. También encontraron que la accion de
disminucion del colesterol del extracto crudo de moringa fue estadisticamente significativo
en suero (P<0.001) pero no en higado y rifion (P<0.01). El porcentaje de disminucion en
suero fue 14,35% (115 a 103,2 mg/100 ml de suero), el higado fue 6.40% (9.4 a 8.8 mg/g
peso humedo), los rifiones 11,09% (1,09 a 0,97 mg / g de peso humedo).

No se observé ningun efecto significativo sobre la proteina total en suero; sin
embargo, el extracto crudo aumenté la albumina de suero por 15,22% (46-53 g / I). Este
valor también se encontré ser estadisticamente significativo (P<0.05). Se concluy6 que las
hojas de M. oleifera tenian una actividad hipocolesterolemiante definido y los resultados
apoyan su uso en la medicina herbal como un agente hipocolesterolemiante en pacientes

obesos en la India.

Otro grupo de investigadores (Duangjai et al. 2010) siguieron evaluando este
posible efecto hipocolesterolemiante en moringa. Estudiaron los efectos de extractos
dietéticos de especies tailandesas y de 12 plantas seleccionadas ampliamente utilizadas

como especias e ingredientes en diversos tipos de comida tailandesa, entre ellas M.
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oleifera, con el fin de establecer un mecanismo de accién hipocolesterolemiante; estos
estudios se llevaron a cabo en modelos animales. Encontraron que la potencia de los
extractos de Hibiscus sabdariffa, Moringa oleifera y Cucurbita moschata a 100 pg/ml
cada una, fue similar a 0.4 pg/ml de pravastatina, (medicamento que se utiliza para
disminuir la cantidad de colesterol en el organismo) en la inhibicién de la hidroxi-metil-
glutaril CoA-reductasa (HMG-CoA reductasa) y, posiblemente, la reduccion de la
biosintesis de colesterol.

Este estudio también demostr6 que varias de las plantas examinadas poseian
multiples sitios de accién que eran posiblemente responsable de su efecto reductor del

colesterol en el modelo in vivo.

Por otra parte Chumark et al. (2008) observaron en un experimento con conejos
alimentados con dietas ricas en grasas (induccion de hipercolesterol), El extracto acuoso
de hoja de M. oleifera significativamente (P<0.05) prolonga el tiempo de retardo de la
formacion del dieno conjugado del colesterol e inhibe la formacién de sustancias reactivas
al acido tiobarbitdrico (TBARS) tanto en experimentos in vitro como in vivo en una manera
dependiente de la dosis. En los conejos alimentados (induccién de hipercolesterol) a las
12 semanas de tratamiento con el extracto acuoso redujo significativamente (P <0.05) los
niveles de colesterol y la formacién de placa aterosclerotica a aproximadamente 50% y
86%, respectivamente a las 12 semanas de tratamiento. El extracto también mostro una
buena actividad antioxidante con el ICsode 7815 y 2.14 pg/ml, en los

radicales difenilpicrilhidrazilo (DPPH) y Trolox, respectivamente.

Los resultados indicaron que la planta Moringa oleifera posee actividades
antioxidante, hipolipidémicos y antiaterosclerotica y puede tener un potencial terapéutico

para la prevencion de las enfermedades cardiovasculares.
I.4 Principales usos y aplicaciones de Moringa sp.
M. oleifera es una especie tipica de arboles de usos mdltiples con un alto potencial

economico. Tiene multiples usos, ademas de como una planta medicinal y nutrimental. El

arbol se utiliza para la alimentacion de abejas, la conservacion del suelo, sombra, rompe
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vientos, cercas vivas, arbol seto, ornamental y para las fibras. Las hojas y las ramas
pueden ser utilizadas como forraje para el ganado, especialmente de cabras, camellos y
asnos. La corteza exuda una goma de color blanco a rojizo ('lgoma Ben" o "moringa
goma') con las propiedades de tragacanto, que sirve para el curtido y en la impresion del
calicé.

Las maderas blancas y suaves se queman libres de humo y se obtiene un tinte
azul. En la India, la pulpa se ha utilizado para hacer el papel adecuado para el papel de
periddico, embalaje, impresidén y escritura, y con la pasta de grado rayon viscosa para

textiles y celofan.

El “aceite de Ben" de las semillas de moringa mantiene su calidad y asi puede
lubricar maquinaria de precision como los relojes. También se utiliza para el iluminante,
jabén y cosmeéticos, perfumes y peluqueria. EI Aceite de Ben ha demostrado ser
particularmente eficaz en la fabricacion de jabén por producir una espuma estable con alta
eficiencia de lavado adecuado para algunos paises africanos. Las semillas y torta de
semillas, un residuo de la extraccion de aceite, también se pueden utilizar para la
purificacién de agua. Estudios han demostrado que la goma de Moringa oleifera podria
ser utilizado como un aglutinante y retardante de liberacion en la formulacién de

comprimidos (Panda et. al 2008).

El principal uso de la semilla es para obtener uno de los agentes
floculantes/coagulantes naturales mas importantes en la purificacion del agua, y en la
remocién de contaminantes ambientales, industriales y metales pesados, es por esto que
su disposicién es cada vez menor. Al emplear técnicas de cultivo de tejido dejamos a un
lado la problematica que seria recolectar tanta semilla y nos facilitaria el hecho de obtener

muchas plantas sin necesidad de tener semillas.

I.5 Eleccion de un sistema de micropropagacion.

Los pocos informes sobre el cultivo de tejidos de M. oleifera describe la
propagacion clonal mediante el uso de explantes nodales tomadas de fuentes no
asépticas, ya sea a partir de plantulas jévenes y plantas maduras (Stephenson y

Fahey 2004 ; Marfori 2010). La preservacion de las especies de moringa, es de gran
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preocupaciéon de la biodiversidad, la etnobotanica, la dieta y las perspectivas

farmacologicas.

Un estudio realizado por Saini et al. (2012) contemplo el desarrollo de una rapida
regeneracion in vitro de la seccién nodal de las plantulas cultivadas asépticamente
de M. oleifera (Variedad-PKM-1) y la evaluacion del desempefio de las plantas de cultivo
de tejidos en condiciones de campo. Los autores observaron que la adicion de
reguladores de crecimiento como la Benciladenina (BA) a 4,44 mM se encontré que era
Optima en la produccion maxima en una media de 9.0 £+ 1.0 de brotes axilares por

explante después de 15 dias de la inoculacion.

Una alta tasa de multiplicacion se estableci6 mediante el cultivo de rutina de sub
secciones nodales de las explantadas en cultivos de brotes in vitro. El enraizamiento del
cultivo in vitro individual fue maxima (100%) en el medio que contenia acido indol-3-
aceético (AlA) a 2,85 mM junto con el &cido indol-3-butirico (IBA) a 4,92 mM. El 80% de las
plantas enraizadas sobrevivieron después de ser trasplantadas en el suelo, a condicion de
que las plantulas en macetas fueran cubiertas con bolsas de polietileno transparente y se
mantuvieron en un invernadero sombreado durante 15 dias antes de la exposicion a
condiciones ambientales. Las hojas frescas cultivadas en el campo de las plantas de
cultivo de tejidos fueron analizados para la luteina, p-caroteno, a-tocoferol, carotenoides

totales y el contenido de clorofila.

Los cultivos de tejidos derivados de plantas se encontraron nutricionalmente
superiores sobre las plantas de control que contenian 13.2 y 14.7% mayor cantidad de a-
tocoferol y los carotenoides totales, respectivamente. El resultado del presente estudio
serd util para la rapida propagacion clonal de M. oleiferay la produccion de plantas

nutricionalmente superiores.
I.6 Transformacion genética.
Algunos de los objetivos potenciales de la biotecnologia vegetal son aumentar

la resistencia a insectos y patdégenos y el poder insertar genes de interés

farmacologico. En la actualidad no se han reportado estudios sobre la transformacién
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genética en plantas de Moringa. Un sistema de transformacion de rutina requiere
cultivos de células competentes para una eficiente regeneracion de la planta, asi

como un método eficaz de administracion de genes.

El progreso en la practica de aplicaciones de la biologia molecular de plantas
ha sido dependiente en el desarrollo de métodos eficaces y practicos para introducir
ADN extrafio en los tejidos vegetales, que posteriormente podria ser regenerado a
plantas intactas con relativa facilidad. La introduccién de genes extrafios en células
de plantas se puede lograr de forma rutinaria por cualquiera de transferencia directa

de ADN o el uso de vectores biolégicos tales como Agrobacterium.

Agrobacterium esta siendo utilizado como un vector biolégico para la
transformacién de plantas, hongos y animales. Esta capacidad de Agrobacterium para
lograr la transferencia inter-reino de ADN en su huésped es un mecanismo de
patogenicidad natural. Para causar la enfermedad, Agrobacterium debe primero
entregar el ADN tumorigénico (T-DNA) en el genoma de la planta. Después de la
integracion, el T-DNA promueve la sintesis de compuestos nutritivos que

proporcionan una ventaja selectiva para Agrobacterium (Escobar y Dandekar, 2003).

Tres genes estan en el T-DNA que codifican para una monooxigenasa
triptéfano (iaaM), una hidrolasa indol-3-acetamida (AICH) y un AMP isopentilo
transferasa (ipt). Estos genes causan desregulaciones hormonales en el tejido
infectado, que es responsable de la aparicién de tumores. Su eliminacion del T-ADN

dara lugar a la ausencia de formacién de agallas (Powell et al. 2006).

La facilidad con la que se efectian las transferencias de genes, una mayor
predictibilidad e incorporacion de un menor numero de copias del transgén, que es un
factor importante en la preservacion del transgén a través de las generaciones
subsiguientes, son algunas de las ventajas del método de transformacion mediada

por Agrobacterium mas que los demas (Batra y Kumar, 2003).
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Figura 3. Plasmido Ti. EI T-DNA esta definido por los bordes derecho e izquierdo e incluye los genes para la
biosintesis de auxinas, citoquinina y opina; estos genes son transcritos y traducidos solo en las células de la planta.
Fuera de la region del T-DNA, hay un cluster de genes vir, un gen que codifica para una enzima(s) del catabolismo
de la opina, y un origen de replicacion (ori) que permite que el plasmido sea mantenido de forma estable en A.
tumefaciens.

Existe otra familia de plasmidos de Agrobacterium que podria servir de vectores de
genes para la obtencion de plantas sanas, genéticamente modificadas. Provocan una
proliferacion de las raices denominada “raiz en cabellera”, en la plantas infectadas por A.
rhizogenes y se llaman plasmidos Ri (de root inducing). Las raices, como el tejido de la

agalla, crecen rapidamente en un cultivo libre de bacterias.

El sistema de gen reportero GUS (B-glucoronidasa) es realmente una
herramienta poderosa para la evaluacion de la actividad de los genes en plantas
transgénicas. La enzima B-glucoronidasa (GUS E.C.3.2.1.31) cataliza la hidrolisis de
una amplia variedad de glucoronidos. Estos substratos consisten en &cidos
conjugados de D-glucoronico a través de una vinculacidén a practicamente cualquier

aglicona (Jefferson, 1989).

Las ventajas de GUS sobre otros sistemas reporteros incluyen la robustez de
la enzima, la simplicidad de los ensayos y la variedad de substratos disponibles.
Estos incluyen la sensibilidad histoquimica a los substratos tales como 5-bromo-4-
cloro-3-indolil  B-D-glucoronido (X-Gluc), y a numerosos otros substratos

cromogénicos y fluorogénicos para analisis cualitativo (Jefferson, 1989).
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[Il.  OBJETIVOS.

1.1 Generales:

Desarrollar un sistema de propagacion in vitro en plantas de Moringa oleifera.
Implementar un sistema de Regeneracion y transformacién genética en plantas de

Moringa oleifera.

1.2 Particulares:

Estandarizar un protocolo para la germinacion de semillas de moringa y su propagacion in
vitro.

Estandarizar un protocolo in vitro para la regeneracién por organogénesis a partir de
diferentes explantes de Moringa.

Evaluacion de distintos métodos de transformacion genética de moringa utilizando
vectores bioldgicos y bombardeo.

Verificar las plantas como transformantes mediante ensayos moleculares y por analisis

histoquimicos.
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. JUSTIFICACION.

La moringa (Moringa oleifera) es una planta de la familia Moringaceae, a la cual se
le atribuyen muchas propiedades curativas y nutricionales. Posiblemente, su cultivo podria
constituir una alternativa para mejorar el valor nutritivo y la alimentacién de grupos de
poblacion rural altamente vulnerables y que ademas, por sus caracteristicas agronémicas,
es uno de los escasos vegetales disponibles durante los periodos secos. Estas ventajas
han generado que de manera reciente el cultivo de la Moringa, hay un gran auge en

muchos paises, incluido México.

Esta documentado que la regeneracion in vitro de plantas de Moringa oleifera es
muy rapida y eficiente, en el estudio de Saini et al. (2012) observaron que las plantas
micropropagadas eran mas ricas en nutrientes en comparacion con las plantas cultivadas
convencionalmente, y llegaron a la conclusién que las plantas de moringa derivadas de
cultivo de tejidos mostraron una mejorada composicion de nutrientes con respecto a las
plantas cultivadas convencionalmente, reflejado en una mayor cantidad de luteina, B-

caroteno, a-tocoferol y carotenoides totales.

Por lo anterior, este estudio se enfoca en desarrollar un sistema de propagacion in
vitro que permita reproducir de manera masiva las plantas de moringa y posteriormente
mediante estrategias de adaptacion estas puedan ser usadas con varios fines,
medicinales, economicos, de ornato y restauracion de ecosistemas deteriorados. La
moringa posee caracteristicas como planta de ornato, por lo que la poblacion que se logre
obtener mediante la propagacion in vitro podria ser usada en parques y jardines debido a

sus bajos requerimientos hidricos, entre muchas bondades.

La posibilidad de regenerar plantas completas de moringa a partir de pequefios
fragmentos de tejido tomando en cuenta los resultados de Saini et al. (2012), nos
proporciona las bases que se requieren para evaluar su capacidad de regeneracion y
potencializar las condiciones in vitro para posteriormente llevar acabo otras técnicas. La
evaluacion de distintos métodos de transformacion genética en explantes de moringa para
establecer posteriormente un protocolo, nos permite dar la iniciativa y proveer un avance
en las investigaciones futuras, y ofrecer una alternativa para utilizar esta planta como
modelo, ya que posee una amplia diversidad genética (Muluvi et al. 1999) y es

considerada como una planta de alto valor farmacéutico.
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IV. MATERIALES Y METODOS.

IV.1 Material vegetal y establecimiento de cultivos.

Las semillas sanas de Moringa oleifera se obtuvieron del Municipio de Valle de
Santiago, Guanajuato. A las semillas se les retir6 la testa y se desinfectaron
superficialmente en el interior de la campana de flujo laminar, se realiz6 un lavado con
Hyclean plus al 10% (v/v) mas 3 gotas de Tween 20 durante 3 min, posteriormente se
enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril; en seguida se afiadié alcohol al 70%
durante 3 min y nuevamente se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril, se
desinfectaron por inmersion en hipoclorito de sodio al 15% (v/v) (Cloralex ®) durante 15
min, se decant6 el hipoclorito de sodio y nuevamente se enjuagaron 3 veces con agua

destilada estéril.

Las semillas se sembraron asépticamente en medio basal MS (Murashige y Skoog
1962) que contenia 30 g/L de sacarosa y solidificado con 5 g/L de Agar Plant TC
(PhytoTechnology Laboratories, LLC). El pH se ajust6 a 5.7, después de lo cual el medio
se dispens6 en porciones de 50 ml cada uno en frascos de cultivo de 250 ml
(PhytoTechnology Laboratories, LLC) y se esterilizé en autoclave a 121° C durante 20
min. Los cultivos se mantuvieron en la obscuridad a 27 + 1° C durante 7 dias. Después de
la germinacion, las plantulas se transfirieron bajo un fotoperiodo (12 hrs obscuridad/12 hrs

Luz) a 2.000 Lux de intensidad producida de los tubos fluorescentes de luz blancas frias.

IV.2 Micropropagacion de apices.

Se utilizaron plantulas de 3-4 cm de longitud (12-15 dias después de la
germinacion) para la propagacion. En el interior de una campana de flujo laminar y en
condiciones asépticas, se tomaron las plantulas con la ayuda de unas pinzas y bisturi
estériles y se cortaron los apices, los cuales fueron seleccionados como explantes. Estos
explantes apicales se inocularon en medio basal MS (Murashige y Skoog 1962) que
contenia 30 g/L de sacarosa y solidificado con 5 g/L de Agar Plant TC (PhytoTechnology
Laboratories, LLC). El porcentaje de respuesta, el nimero de brotes por explante y

longitud de brotes se registraron 15 dias después de la transferencia al medio MS. Los
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micro brotes o nudos obtenidos se subcultivaron repetidamente en medio basal MS
suplementado con 4.44 uM de Benziladenina (BA) de acuerdo con Saini et al. (2012).

IV.3 Induccién de brotes adventicios. Aislamiento del nudo cotiledonario.

A partir de las plantulas germinadas después de haber cortado el apice, con la
ayuda de un bisturi estéril se cortaron los tallos o brotes restantes y raices, para obtener
solo el nudo cotiledonario y poder observar si podia originar nuevos brotes. Esta zona
embriogénica se inoculo en medio basal MS (Murashige y Skoog 1962) que contenia 30
g/L de sacarosa y solidificado con 5 g/L de Agar Plant TC (PhytoTechnology
Laboratories, LLC). EIl porcentaje de respuesta, el nUmero de brotes por explante y

longitud de brotes se registraron 8-10 dias después de la transferencia al medio MS.

IV.5 Sistema de regeneracion.

Se disefié un cuadro de tratamientos con una combinacién de auxina Acido o-
Naftalenacetico (ANA) y wuna citocinina N6-Benciladenina (BA) a diferentes
concentraciones. Para observar el efecto de estos reguladores de crecimiento en
explantes de secciones de hipocotilo de las plantulas de moringa, se realizé por la via de
organogénesis directa la cual es la formacion de novo de 6rganos en los explantes

cultivados.

Para establecer los cultivos para el sistema de regeneracion se prepar6 medio
basal MS con 3 % de sacarosa, se ajusto el pH a 5.7 y solidificado con 5 g/L de Agar
Plant TC. Después de fundir el gelificante, se dividié en porciones de 50 ml y se agrego a
cada una de ellas los reguladores de crecimiento seleccionados: N6-Benciladenina (BA)
de 0-5 mg/L y Acido a-Naftalen acético (ANA) de 0-1 mg/L de acuerdo con el cuadro de
tratamientos y se esterilizaron en autoclave a 121° C durante 20 min. Posteriormente cada
porcibn de medio MS con reguladores (Tratamientos) se dispensé en condiciones

estériles en 3 cajas Petri.
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Al transcurrir 21 dias de la siembra de las semillas, las plantulas germinadas
consistian de 3-4 cm de longitud de hipocotilo, las cuales se utilizaron para la
regeneracion. En el interior de una campana de flujo laminar y en condiciones asépticas,
se tomaron las plantulas con la ayuda de unas pinzas y bisturi estériles, se cortaron los
hipocétilos en segmentos de aproximadamente 1 cm los cuales fueron seleccionados
como explantes para el sistema de regeneracion. Estos explantes se distribuyeron en
cada caja Petri de cada tratamiento, se sellaron las cajas y se incubaron a 27° C, bajo un
fotoperiodo (12 hrs obscuridad/12 hrs Luz) a 2.000 Lux de intensidad producida de los

tubos fluorescentes de luz blancas frias.

La descripcién de la respuesta del explante a cada tratamiento, el porcentaje de
explantes que responden formando brotes y numero promedio de brotes por explante en
cada tratamiento se registraron a los 11, 21 y 28 dias después de la transferencia al
medio MS.

Tabla 1. Cuadro de Tratamientos.

ANA (mg/L)
BA (mg/L) 0 0.5 1
0 T1 (control) T2 T3
1 T4 T5 T6
2 T7 T8 T9
3 T10 T11 T12
4 T13 T14 T15
5 T16 T17 T18

Donde T1 representa: Tratamiento 1, T2: Tratamiento 2, y asi sucesivamente.

*Cada tratamiento tiene 3 réplicas, cada replica con 6 explantes (n=6)
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IV.6 Transformacion génetica de explantes de Moringa.

IV.6.1 Induccion de raices transformadas in vitro.

6.1.1. Cepa bacterianay plasmido.

Se utilizé la cepa A4, tipo agropina de Agrobacterium rhizogenes. Esta bacteria
contiene el plasmido RiA4, en el que se encuentran los genes rol que confieren la
caracteristica de “raiz pilosa” en los tejidos transformados. Ademas portando el plasmido
vector binario pESC4 (ver Anexo A) que en su region T-ADN, contiene el gen de la
neomicina fosfotransferasa (npt Il) que confiere resistencia a la kanamicina, bajo el control
del promotor y terminador del gen de la nopalina sintetasa (nos) de A. tumefaciens, y el
gen de la B-glucoronidasa (gus) que actla como reportero, bajo el control del promotor del
gen de la proteina que une la clorofila a/b (cab) y el terminador del gen de la octapina
sintetasa (ocs). Cabe mencionar que el promotor cab hace que en este plasmido el gen

gus sea inducible por luz.

6.1.2. Cultivo bacteriano.

La bacteria se inoculé en medio YM liquido (ver Anexo B) suplementado con 50
mg/L de Rifampicina y 50mg/L de Kanamicina y se incub6é a 28°C en agitacion constante
durante 72 hrs. para el crecimiento bacteriano. La concentracion se determiné a partir de
la absorbancia del cultivo bacteriano a una longitud de onda de 600 nm en un

espectrofotébmetro de UV-visible.

6.1.2. Cocultivo.

Para llevar a cabo la infeccion de los explantes se utilizé un frasco con MS liquido
con 3% de sacarosa al cual se le afiadié 50 pl de Acetosiringona 100mM y 5 ml del cultivo
bacteriano de A. rhizogenes. De las plantulas germinadas de Moringa se cortaron 40
explantes de segmentos de tallo (~1cm) y de forma transversal; al tiempo de cortarlos se

colocaron en un frasco con MS liquido con 3% de sacarosa y antioxidantes (100 mg/L de
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acido citrico y 100mg/L de acido ascérbico, esterilizados por filtracion), al tener todos los

explantes se transfirieron al frasco de cocultivo y se incubaron por 30 min.

Posteriormente se sacaron los explantes del cocultivo, se seco el exceso de
liquido colocandolos sobre una gasa estéril y fueron transferidos a cajas petri con medio
solido MS y se incubaron a 28°C en condiciones de obscuridad durante 3 dias.

6.1.3. Transferencia al medio de seleccion.

Se sacaron los explantes del medio de cocultivo y se transfirieron a un frasco con
MS liquido adicionado con 500 mg/L de Cefotaxima y se incubaron por 30 min.
Posteriormente se trasladaron los explantes al medio solido de seleccién en cajas petri
(MS con 3% de sacarosa, 5 g/L de agar plant, 25 mg/L de kanamicina como agente
selectivo y 25 mg/L de Cefotaxima). Se incubaron los cultivos a 25°C en la obscuridad por
20 dias. Al dia 21 se transfirieron a la luz. Se midieron resultados cuando hubo
emergencia de raices.

Se realiz6 un analisis histoquimico para detectar la actividad del producto del gen

gus en las raices obtenidas.

IV.6.2 Andlisis histoquimico para B-glucoronidasa (GUS)

Preparacion de la solucién de reaccion:

[ Concentracion Cantidad |

~Buffer de fosfatos 1M 100mM oo
EDTA 0.25M 10mM 40l
Ferrocianuro de Potasio 5mM 0.5mM 100l

K4[Fe(CN)5] -3 Hzo

Ferricianuro de Potasio 5mM 0.5mM 100upl
Ks[Fe(CN)e]
Triton 10% 0.1% 10ul
X-gluc 40mM 2.0 mM 50pl
Agua destilada 600ul
Total = 1000 pl

29

“DESARROLLO DE UN SISTEMA DE PROPAGACION IN VITRO Y TRANSFORMACION GENETICA
EN PLANTAS DE MORINGA (Morinaa oleifera Lam)”


http://es.wikipedia.org/wiki/Potasio
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Ferrocianuro&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua

A partir de los explantes que produjeron raices presuntamente transformadas; se cortaron
las raices obtenidas y se transfirieron a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, donde se
afiadio la solucion de reaccion hasta cubrir el tejido, se incub6 a 37°C por 2 hrs. Una vez
que aparecio el precipitado azul, las raices se lavaron 3 veces con etanol al 70% para
destefiir y fijar el tejido. Las raices se observaron en un microscopio estereoscopico para

visualizar mejor el producto del gen gus.

IV.6.3. Transformacion mediada por A. Tumefaciens.

6.3.1 Cepay plasmido.

Se utilizé la cepa LBA 4404 portando el plasmido binario pBI121 (ver Anexo C) que
incluye, entre los bordes derecho e izquierdo del T-DNA, el gen nptll como marcador de
seleccidn que confiere resistencia al antibiético kanamicina y el gen reportero uidA, que
codifica para la B-glucoronidasa (GUS) bajo el control del promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor. La actividad de esta enzima puede ser detectada facilmente

mediante un ensayo histoquimico.
6.3.2. Conservacion y proliferacion de A. tumefaciens.

La bacteria se conservé mediante subcultivos en medio LB sélido adicionado con
25 mg/L de Kanamicina. Para la proliferacion de la bacteria para usarla en transformacién
genética se utilizé YM liquido adicionado con 25 mg/L de kanamicina, se incubd a 28° C
en agitacion constante en condiciones de obscuridad durante 72 hrs. A partir de esta
suspension bacteriana se realizaron stocks en tubos para microcentrifuga. Cada stock
incluye 35 pl de dimetil sulfoxido (DMSO) como criopreservante y se afor6é a 500ul con la

suspension bacteriana. Los viales se congelaron a -60°C hasta su uso.
6.3.3. Cultivo bacteriano.

Se descongel6 el vial de la bacteria A. tumefaciens LBA4404; se tomaron los 500
ul y se inoculé en 10 ml de medio liquido YM en tubo Falcon suplementado con 25 mg/L
de kanamicina y se incub6 a 28°C en agitacion constante en condiciones de obscuridad

durante 24 hrs. Posteriormente se escalo el cultivo, y se vacio a un matraz con 50 ml de
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medio liquido YM adicionado con 25 mg/L de kanamicina, se incubaron en las condiciones
ya descritas, durante 20-22 hrs hasta que lleg6 a su etapa exponencial.

6.3.4. Explantes.

De las plantulas germinadas de moringa se cortaron 40 explantes de segmentos
de tallo (~1cm); y se colocaron en cajas petri con medio MS solido por 24 hrs.

6.3.5. Cocultivo.

Para llevar a cabo la infeccion de los explantes se utilizé un frasco con MS liquido
con 3% de sacarosa al cual se le afiadié 50 ul de Acetosiringona 100mM y 5 ml del cultivo
bacteriano.

Todos los explantes se transfirieron al frasco de cocultivo, y se dejé en agitaciéon a
200 rpm y se incubaron 60 min. Se lavaron los explantes para eliminar la suspension
bacteriana; se agregd un volumen similar de agua destilada estéril y se agitd durante 5
min, este procedimiento se repitid 3 veces. Se elimind el agua y se pasaron los explantes
sobre una gasa estéril para secarlos, y se transfirieron a cajas petri con medio sélido MS y

se incubaron a 28°C en condiciones de obscuridad durante 48 hrs.

6.3.6. Transferencia al medio de selecciodn.

Después de transcurrir las 48 hrs. se sacaron los explantes del medio de cocultivo,
se transfirieron a un frasco con MS liquido adicionado con 500 mg/L de Cefotaxima y se
agitaron durante 2 hrs. Posteriormente se transfirieron los explantes al medio solido de
seleccién en cajas petri (MS con 3% de sacarosa, 5 g/L de agar plant, 25 mg/L de
kanamicina como agente selectivo y 3 mg/L de Benziladenina). Se incubaron los cultivos a

28°C hasta que se desarroll6 el tejido.
6.3.7. Andlisis Histoquimico para detectar la actividad del gen gus.

A partir de los brotes formados por los explantes de tallo presuntamente
transformados; se cortaron los brotes obtenidos y se transfirieron a un tubo para

microcentrifuga y se afiadio la solucion de reaccion (se preparé como en el paso anterior
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(6.2)) hasta cubrir el tejido, se incubé a 37°C por 2 hrs. Una vez que aparecio el
precipitado azul, los brotes se lavaron 3 veces con etanol al 70% para destefiir y fijar el
tejido. Los brotes se observaron en un microscopio estereoscopico para visualizar mejor

el producto del gen gus.

IV.6.4. Transformacidén por bombardeo con Microproyectiles.

6.4.1. Plasmido.

El plasmido pAHC25 (9.8 Kb) es un vector de expresion dual que consiste en el gen UidA
(Jefferson, 1987) y el gen de seleccion BAR (fosfinotricina acetiltransferasa), cada uno
impulsado por el promotor de la ubiquitina del maiz Ubil. El gen UidA codifica para la
enzima [-glucoronidasa (gen reportero GUS) y el gen de seleccion BAR codifica la
enzima PAT la cual inactiva al ingrediente activo del herbicida BASTA.

Ikph
PSaXBSm EHSpP PSaXB i
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L F 1
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GUS B

Figura 4. Representacion esquematica del vector pAHC25. (Melchiorre et al. 2002).

6.4.2. Ensayo de susceptibilidad al Herbicida.

Se utiliz6 el herbicida Finale ® con ingrediente activo Glufosinato de Amonio (ver
Anexo D), el herbicida comunmente conocido como BASTA contiene este mismo
ingrediente activo y ambos de Bayer CropScience.

Se tomaron explantes de hipocotilo de moringa (~1cm) probando las dosis
minimas reportadas para la seleccion de plantas mono y dicotiledéneas transgénicas
utilizando este agente de seleccion. Los explantes fueron transferidos a cajas con medio
MS adicionado con 0, 0.5, 1, 1.5 y 2 mg/L del herbicida. Se incubaron a 27°C bajo un

fotoperiodo. La respuesta de los tejidos se evalué semanalmente.
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6.4.3. Preparacion de las macroparticulas de oro.

Se pesaron 50 mg de particulas de oro de 0.6u (Bio-rad) en un tubo para
microcentrifuga de 1.5 ml. Se agregé 1 ml de etanol grado reactivo al 100% y se
mezclaron utilizando un vortex durante 3 min, se centrifugé a 13,000 rpm durante 5 min,
se descartd el sobrenadante y se afiadi6 1ml de etanol al 70% y se mezcl6 en vortex
durante 2 min. Se incub6 a temperatura ambiente por 15 min, agitando cada 5 min, se
centrifugo por 3 min a 13,000 rpm y se descart6 el sobrenadante. Se agreg6 1 ml de agua
estéril y se mezcldé con la ayuda de un vortex durante 1 min hasta que las particulas
estuvieron resuspendidas completamente. Se dejaron a temperatura ambiente durante 1
min para permitir que las particulas se precipitaran. Se centrifugé durante 2 min a 13,000
rom y se descarté el sobrenadante. Estos lavados se repitieron 5 veces, finalmente se
agregaron 850 pl de glicerol al 50%. La suspensién de particulas de oro preparadas se

almacenaron a -20°C hasta el momento de usarlas.

6.4.4. Cobertura de particulas de oro con el ADN de interés.

La suspension de oro previamente preparadas se mezclan utilizando un vortex
hasta estar completamente resuspendidas, se tomaron 50 pl de estas particulas y en
estricto orden se agregaron: 10 pl de ADN plasmidico (pAHC25) de concentracion 1 ug/pl,
50 pl de CacCl, 2.5M recién preparado, 20 ul de espermidina 0.1M después de afiadir cada
solucién se agito con vortex durante 5 segundos, posteriormente se mezclé con vortex
durante 20 min a 4°C, se agregaron 200 pl de etanol absoluto a temperatura ambiente y
mezclo en vortex durante 5 segundos, la mezcla fue centrifugada durante 30 segundos a
13,000 rpm. Se descart6 el sobrenadante y se repitieron los lavados con etanol al menos
5 veces hasta que las particulas de oro eran facilmente resuspendidas. Al final, las
particulas de oro se resuspendieron en un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml con 35 pl
de etanol al 100% y se dejaron en hielo hasta su uso. Este material se utiliz6 para 6

bombardeos.
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6.4.5. Explantes de moringa para el bombardeo.

De las plantulas germinadas de moringa se cortaron 60 explantes de segmentos
de tallo (~1cm); y se colocaron en cajas Petri con medio MS sdlido por 24 hrs. Se
seleccionaron callos de moringa, que se formaron a partir de segmentos de tallo, éstos se
dejaron incubando durante 10 dias en cajas Petri con medio MS sdlido.

6.4.6. Bombardeo de explantes de moringa (Pistola Bio-Rad).

Los discos de ruptura, las mallas de retencién y los macroacarreadores se
esterilizaron sumergiéndolos en etanol al 70% y se dejaron secar a temperatura ambiente
en condiciones estériles. Se usaron discos de ruptura de 900, 1100 y 1350 psi y se
probaron distintas distancias con cada uno de los discos de ruptura (6, 10 y 12 cm), por lo
cual la presién del manémetro de salida se ajusté segun el disco, considerando que la
presion de salida debe ser mayor a la resistencia del disco de ruptura. Se encendié la
bomba de vacio y la cAmara de vacio para realizar los disparos. Se colocaron 6 pl de la
suspension de microparticulas de ADN en los macroacarreadores previamente
esterilizados, se coloco la caja Petri con medio MS y explantes a diferentes distancias (6
cm, 10 cmy 12 cm) y se cerr6 la cAmara de vacio. Se generé vacio hasta que el indicador
marco 15 mmHg (milimetros de mercurio), se mantuvo el vacio y se realiz6 el disparo de
las microparticulas con el ADN. Los explantes bombardeados se transfirieron a medio de
regeneracion (medio MS adicionado con 3mg/L de Benciladenina) y se incubaron durante
48 hrs a 27°C en la obscuridad. Después de este periodo, los explantes se pasaron a un
nuevo medio de regeneracion adicionado del agente selectivo (2 mg/L de Herbicida) y 250
mg/L de Cefotaxima (durante los primeros 15 dias) para eliminar cualquier contaminacion,

se incubaron a 27°C bajo un fotoperiodo.

Los explantes se cambiaron a medio nuevo cada dos semanas. Se seleccionaron

los explantes resistentes a la seleccion.
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IV.6.5. Andlisis de transformantes.

6.5.1. Verificacion de la presencia y expresion de transgenes en raices
transformadas con A. rhizogenes, brotes transformados con A. tumefaciens y

explantes bombardeados con microproyectiles.

Las raices transformadas y brotes transformados que presentaron actividad del
gen gus fueron analizados por PCR para comprobar la presencia del transgén, al igual los

explantes bombardeados resistentes al agente de seleccion (gen BAR).

6.5.1.1. Extraccion de ADN gendmico.

El ADN gendmico se aislé de los tejidos presuntamente transformados obtenido
por los 3 métodos de transformacion utilizando el siguiente protocolo: se congeld el tejido
vegetal en nitrégeno liquido y se pulverizo con ayuda de un mortero, se coloca el tejido
pulverizado en un tubo para microcentrifuga de 1.5ml e inmediatamente sin dejar
descongelar se afiadié 800 pl de buffer de lisis (Tris-HCI 0.1M, NaCl 1.4 M, EDTA 0.02M y
2% CTAB) mas 2.4 ul de B-mercaptoetanol. Se mezcl6é por inversion y se incubaron a
65°C durante 15 min. Se mezcl6 esporadicamente. Después de la incubacién el tubo se
coloco en hielo durante 5 min y se adiciono 0.5 ml de fenol-cloroformo (1:1), se mezclo
hasta emulsificar. Se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min y se recupero la fase acuosa
en un tubo nuevo, se afiadié6 1ul de RNAsa, se mezcld por inversion e incubo a 37°C
durante 20 min. Se agreg6 0.5ml de fenol-cloroformo, se emulsificé y centrifugo a 12,000
rpm durante 5 min. Se recupero la fase acuosa en un tubo limpio y se adiciono 0.5ml de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se emulsificé y se centrifugd a 12,000 rpm/5min. Se
recupero la fase acuosa en tubo limpio y se afiadié un volumen igual de isopropanol frio.
Se mezclé por inversion durante 1 min e incubo a -20°C durante 10 min. Se centrifugé a
12,000 rpm durante 5 min, se elimind el sobrenadante y se agrego a la pastilla 0.2ml de
etanol al 70% mezclando por inversion. Se centrifugd nuevamente, se eliminé el
sobrenadante y se dej6 secar la pastilla a 50°C en la estufa. Se resuspendié con agua

destilada estéril, de 30 a 50 pl dependiendo de la pastilla.
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6.5.1.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La mezcla total de amplificacion se realizé en volumenes de 20ul compuestos por:
10ul de la mezcla de reaccion de PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific), 5 ul de Agua
libre de nucleasas (Thermo Scientific), 3 pl de ADN del tejido vegetal, y 1 pl de cada uno
de los iniciadores u oligos.

Para la amplificacion de los transgenes se usaron los siguientes iniciadores:

Primer nptll con un fragmento esperado de 517 pb:
NPTII-1 5 TATTCGGCTATGACTGGGCA 3
NPTII-2 5 GCCAACGCTATGTCCTGAT 3

Primer rolB con un fragmento esperado de 780 pb:
rolB-1 5 ATGGATCCCAAATTGCTATTCCTTCCACGA 3’
rolB-2 5 TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACGCAGC 3’

Primer gus con un fragmento esperado de 1200 pb:
GUS-1 5" GGTGGGAAAGCGCGTTACAAG 3
GUS-2 5 GTTTACGCGTTGCTTCCGCCA 3

Primer virD1 con un fragmento esperado de 450 pb:
virD1-1 5° ATGTCGCAAGGACGTAAGCGGA 3
virD1-2 5" GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA 3’

e En el caso de las raices transformadas se verifica la presencia de los transgenes
rolB, nptll, gus y virD para detectar la presencia residual de A. rhizogenes.

e En los brotes transformados con A. tumefaciens se verifica la presencia de los
transgenes nptll y gus.

e En los explantes bombardeados con microproyectiles se verifica la presencia del

transgén gus, ya que para el gen BAR no se consiguieron los oligos.
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Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes:

Ciclos (No.) Desnaturalizacion Alineacién Polimerizacién
1 ciclo 4 min a 94°C 1 min a 55°C 3 mina72°C
30 ciclos 1 min a 94°C 1 min a 55°C 3 mina72°C
1 ciclo 7 mina72°C

Los productos de la amplificacién se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al
0.8% tefiido con bromuro de etidio al 0.5%. La visualizacion se realiz6 bajo luz ultravioleta
con la ayuda de un sistema de analisis de imagenes (Eagle eye).
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V. RESULTADOS.

V.1 Establecimiento de cultivos.

A partir del fruto del arbol de moringa el cual se abre en 3 partes se obtuvieron las
semillas (Fig. 5A), estas semillas presentan una testa muy dura o gruesa que no permite
la germinacioén en cultivos in vitro, por lo tanto para acelerar la germinacion se les removio
la testa (Fig. 5B). La protusion se observé a los 5 dias después de la inoculacion (Fig. 5C)
y las plantulas germinadas eran etioladas debido a la ausencia de luz, presentaban
caracteristicas muy peculiares como: color blanco y con tallos largos y delgados (Fig. 5D),
después de la germinacién estas plantulas se pasaron a luz bajo un fotoperiodo, a los 2
dias las plantulas presentaron un cambio de color, con tallos y hojas verdes (Fig. 5E, 5F).
La elongacion de las plantulas germinadas alcanzé una longitud de 3-4 cm a 11 dias
después de la inoculacién. El porcentaje de germinacion fue del 82-85% por cada lote de
100 semillas.

Figura 5. Establecimiento de cultivos de M. oleifera. A. Fruto de 3 valvas y semillas de Moringa oleifera. B.
Semillas de moringa sin testa. C. Semillas inoculadas en medio MS, presencia de radiculas a los 5 dias
después de la inoculacion. D. Elongacion de las plantulas germinadas a los 11 dias después de la inoculacion
en condiciones de obscuridad. E y F. Plantulas germinadas transferidas a luz bajo un fotoperiodo. G. Sistema
radical de las plantulas germinadas.
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V.2 Micropropagacion de apices.

Para la propagacion se utilizaron plantulas germinadas de 3-4 cm de longitud (12-
15 dias después de la germinacion) (Fig. 6A). Los explantes apicales se inocularon en
frascos de cultivo de 250 ml que contenian medio basal MS (Fig. 6C). La elongacién de
los apices se observé periddicamente, a lo largo de 21 dias, el 90% de los explantes
respondieron satisfactoriamente, formando 4-5 secciones internodales y formacion de
raices (Fig. 6E, 6F y 6G).

Figura 6. Micropropagacion de apices. A. Plantulas germinadas de 3-4 cm de longitud (12-15 dias después
de la germinacioén). B. Explantes apicales. C. Apices sembrados en medio basal MS. D, E, F y G. Elongacién
de apices que presentan 4-5 secciones internodales, 21 dias después de la inoculacion.
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V.3 Micropropagacion de explantes nodales

Micro brotes o nudos obtenidos de los apices elongados y propagados fueron
repetidamente subcultivados en medio basal MS suplementado con 4.44 uM de
Benziladenina (BA) (Fig. 7B), con este tratamiento se observd un mayor numero de brotes

axilares por explante nodal.

La formacion de brotes se observo periédicamente a lo largo de 21 dias (Fig. 7C,
7D), donde el 80% de los explantes cultivados respondieron satisfactoriamente formando
de 2-3 brotes por explantes, el 20% restante se debié a que los explantes presentaron

necrosis o no hubo una estimulacion que parte de la citoquinina (BA). La elongacion de

las plantulas obtenidas alcanzo una longitud de 4-5 cm.

i
5

Figura 7. Micropropagacion de explantes nodales. A. Explantes nodales. B. Explantes nodales inoculados
en medio basal MS suplementado con 4.44 uM de BA. C y D. Formacién de nuevos brotes y elongacion 19-21
dias después de la inoculacion. E. Formacion de raices.
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V.4 Induccioén de brotes adventicios. Aislamiento del nodo cotiledonario.

Después de mantener por 21 dias los cultivos in vitro, los nudos cotiledonarios
aislados respondieron satisfactoriamente formando 2 brotes por explante, se observo que
una vez que germinaba la semilla de moringa, al cortar el apice, tallo, brotes y raices que
habia originado en la primer plantula, se podria dejar solo una zona a la que le llamamos
“nodo cotiledonario” (Fig. 8A), estos nodos al ser sembrados nuevamente en medio basal
MS formaron nuevos brotes, los cuales se elongaron a los 12 dias después de la

inoculacion (Fig. 8B, 8C).

Figura 8. Induccion de brotes adventicios. A. Nudos cotiledonarios aislados. B y C. Formacién de nuevos
brotes, 2-3 brotes por explante y elongacion de los mismos 12 dias después de la inoculacion a medio basal
MS.

V.5 Sistema de regeneracion por organogénesis.

Después de 28 dias de mantener los cultivos in vitro, los explantes de segmentos
de hipocotilo de moringa respondieron en la formacion de tejido calloso y muy pocos
explantes en la formacion de novo de brotes, se vio reflejado que el efecto de la
combinacion de una auxina como acido a-Naftalen acético (ANA) y una citoquinina; la
beciladenina (BA) a diferentes concentraciones en su mayoria los explantes respondieron
satisfactoriamente.

A los 11 dias de inoculacién de los explantes de segmentos de hipocotilo en el
medio MS suplementado con la combinacién de fitohormonas, se observo la formacion de
brotes en el 38.8% de los explantes con el tratamiento T10 (0 mg/L ANA; 3mg/L BA), el

61.2 % de los explantes restantes formaron tejido calloso, el 11.1% en los explantes con
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el tratamiento T11 (0.5 mg/L ANA; 3mg/L BA) respondieron a la formacion de brotes, asi
como el 27.7% en los explantes con el tratamiento T12 (1 mg/L ANA; 3mg/L BA).

En el tratamiento control (T1; MS sin reguladores) se observo la formacion de tejido
calloso al igual que en los demas tratamientos (T2-T18) y solo en los tratamientos T10,
T11 y T12 hubo formacién de brotes. En la figura 9 se puede visualizar el efecto de la

combinacion de estos reguladores de crecimiento (ANA/BA).
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Figura 9. E combinacion de acido a-NaftéIen acético (ANA) y
explantes de secciones de hipocotilo de las plantulas de Moringa oleifera.

V.6 Andlisis de los datos.

Para evaluar la eficiencia de la combinacion de Acido a-Naftalen Acético (ANA) y
la beciladenina (BA) a diferentes concentraciones en la induccién de tejido calloso y
brotes en explantes de segmentos de hipocotilo de Moringa se realiz6 un Andlisis de
Varianza (ANOVA) contemplando 18 tratamientos; cada tratamiento con tres repeticiones,
para esto se utiliz6 STATISTICAL version 4 como software estadistico. Cuando se
detectaron diferencias entre tratamientos se usé la prueba de Fisher LSD (a<0.05).
Aunque se realizaron mediciones a 11, 18 y 28 dias, solamente se analizaron los datos de
la primera medicién, pues no existid diferencia entre ellas. Los resultados obtenidos
muestran que existieron diferencias altamente significativas (p<0.05) entre tratamientos
(ver Cuadro 1).
Cuadro 1. Anélisis de varianzas de la inducciéon de tejido calloso en explantes de

segmentos de hipocotilo de moringa (Moringa oleifera) cultivados in vitro.

Univariate Tests of Significance for TC 11 Dias (Analisis_Jazmin Mufioz) Sigma-
restricted parameterization Effective hypothesis decomposition
Suma de Grados de Cuadrados Ftest P level
Effect cuadrados libertad medios -
Tratamientos 16321.5 17 960.1 2.6276 0.007295
Error 13154.1 36 365.4
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Los resultados obtenidos con el tratamiento control (T1), fueron similares que los
expresados en los tratamientos T15 (1 mg/L ANA; 4mg/L BA), T14 (0.5 mg/L ANA; 4mg/L
BA) y T18 (1 mg/L ANA; 5mg/L BA), aunque diferentes del resto de los tratamientos
(p=<0.05), cuando se emplearon concentraciones de estos reguladores. El porcentaje de
induccion de tejido calloso en explantes inoculados con ANA y BA en concentraciones de
0.5 y 0 mg/L respectivamente; estadisticamente es igual al manifestado con los
tratamientos T3, T4, T13, T17, T5y T6 (p=0.05).

El porcentaje de tejido calloso generado en los explantes inoculados con 1y 2
mg/L de ANA y BA respectivamente es semejante al formado con los tratamientos 7, 8,

10, 11 y 16, aunque diferentes del resto de los tratamientos.

En este sentido, los tratamientos que mejor contribuyeron a la formacion de tejido
calloso fueron el T14, T15 y T18, mientras que el tratamiento T9, genero tejido calloso en

menos del 50 % de los explantes cultivados. (Ver Cuadro 2).

Cuadro 2. Valores promedio del porcentaje de crecimiento de tejido calloso en

explantes de moringa (Moringa oleifera) cultivados in vitro.

Tratamientos Concentraciones Valor promedio del desarrollo de tejido calloso +
ANA (mg/L) BA (mg/L) | Ee

T1 0 0 100.0000+0 a
T2 0.5 0 88.8667+11.13 b
T3 1 0 88.8667+11.13 a b
T4 0 1 83.3333+16.66 a b c
T5 0.5 1 83.3000+0 abc
T6 1 1 83.3000+0 abc
T7 0 2 55.5333+5.53 cd
T8 0.5 2 66.6333+9.61 bcd
T9 1 2 49.9333+£16.66 d
T10 0 3 55.5333+14.70 cd
T11 0.5 3 49.9667+9.61 d
T12 1 3 66.6333+9.61 b cd
T13 0 4 83.3333+16.66 a b c
T14 0.5 4 100.0000+0 a
T15 1 4 100.0000+0 a
T16 0 5 61.0667+24.23 b c d
T17 0.5 5 83.3000+0 ab c
T18 1 5 100.0000+0 a

Valores medios seguidos de letra distinta indican diferencias estadisticas de acuerdo a la prueba de Fisher
LSD (P_level<0.05)
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Box Plot of TC 11 Dias grouped by Tratamientos
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Figura 10. Comparacion de valores medios en los tratamientos usados para la induccion de tejido calloso en
explantes de Moringa oleifera.
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V.7 Regeneracion in vitro de Moringa oleifera.

Los brotes formados de los explantes de segmento de hipocotilo con los
tratamientos T10 (Omg/L ANA; 3mg/L BA) y T12 (Img/L ANA; 3mg/L BA) se transfirieron
a frascos de medio de cultivo de 234 ml con medio MS suplementado con la combinacion
de ANA y BA, corresponden a los mismos tratamientos (T10 y T12). Los brotes
respondieron satisfactoriamente a la transferencia, formando nuevos brotes y creciendo
sanamente (Fig. 11D y 11H).

Figura 11. Regeneracion de brotes in vitro de moringa. A y B. Formacion de novo de brotes adventicios en
explantes de secciones de hipocotilo en medio MS suplementado con 3 mg/L de BA (Tratamiento 10). C.
Transferencia de brotes a frascos de 234 ml a los 15 dias después de la inoculacion (T10). D. Elongacion de
brotes alcanzando una longitud de 4.5 cm. E y F. Formacion de novo de brotes adventicios en explantes de
secciones de hipocotilo en medio MS suplementado con 1 mg/L de ANA'y 3 mg/L de BA (Tratamiento 12). G.
Transferencia de brotes a frascos de 234 ml a los 15 dias después de la inoculacion (T12). H. Elongacion de
brotes del tratamiento T12.
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V.8. Induccién de raices transformadas in vitro.
V.8.1. Expresion del gen reportero gus.

El desarrollo de las raices se pudo apreciar desde los 15 dias posteriores al
cocultivo de los explantes con la bacteria, observandose la aparicion de puntas de raices
en los extremos de los explantes; a los 8 dias de haberlos transferido a la luz se observé
un numero variable de raices en algunos explantes (Figura 12). Después de 30 dias de
mantener los explantes en cultivo se realiz6 un analisis histoquimico para detectar la
actividad del producto del gen gus en las raices obtenidas. A las 2 hrs de incubacién con
la solucién de reaccién se observd que habian tornado a color azul en algunas zonas de
las raices principalmente en sus extremos, y en otras raices en su totalidad, como se

puede observar en la Figura 13.

De los 73 explantes cocultivados con la bacteria, se repartieron de 10-12 explantes
por caja Petri, de los cuales hay una gran variabilidad en los porcentajes de los explantes
gue produjeron raices sin embargo aun siendo muy pequefio el porcentaje de explantes
(16.6%) o muy alto (80%) la mayoria de las raices presentaron actividad del gen gus
(48.1%) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados de la induccién de raices presuntamente transformadas in

vitro en explantes de hipocotilo de moringa.

No. De replica Total de explantes % de explantes que Promedio de raices
produjeron raices. por explante.
1 12 16.6% 2
2 10 50% 2
3 10 0% 0
4 11 27.2% 4
5 10 40% 2
6 10 80% 5
7 10 30% 4
No. De raices presuntamente % de raices con actividad
transformadas. GUS.
81 48.1%
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Figura 12. Explantes de hipocotilo de moringa con raices inducidas in vitro. A, B y D) Presencia de
raices a los 28 dias después de la infeccion con A. rhizogenes, obsérvese las raices salientes de la parte
transversal del explante y del extremo (C y E).

“DESARROLLO DE UN SISTEMA DE PROPAGACION IN VITRO Y TRANSFORMACION GENETICA 48
EN PLANTAS DE MORINGA (Morinaa oleifera Lam)”



200
‘ 23/07/2014 i—lpx 23/07/2014
/

Raices transformadas Raices transformadas de moringa

e R 23/07/2014 23/07/2014

C Raices transformadas de moringa D Raies transformadas de moringa

v
NP 23/07/2014 ‘ 23/07/2014
R e

g

~

Raices transformadas ’

Figura 13. Expresion del gen reportero GUS en raices transformadas con A. rhizogenes de explantes
de hipocotilo de moringa. A-F) Raices formadas de explantes de hipocotilo de Moringa mostrando la
actividad del gen gus (B-glucoronidasa) en las zonas tefiidas de color azul detectada por el ensayo
histoquimico X-gluc.
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V.8.2. Verificacion de la presencia de transgenes en raices transformadas de

moringa con A. rhizogenes.

V.8.2.1. Amplificacién de segmentos de ADN especificos mediante PCR.

Se utilizé el tejido vegetal transformado para la extraccion de ADN y posteriormente se
realizaron varias pruebas de amplificacion para los genes transferidos (gus, nptll, rolB).
Cabe mencionar que en las primeras pruebas no se logré6 amplificar ninguno de los
segmentos de ADN relacionados con los genes mencionados. Posteriormente se
realizaron re-amplificaciones de los productos de PCR iniciales, donde se logré amplificar
algunos de ellos. Sin embargo también se amplifico el segmento de ADN correspondiente
al gen virD, el cual de acuerdo a la literatura, no se transfiere a las células transformadas

ya que solo lo porta la bacteria A. rhizogenes (Figura 14).

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa
las amplificaciones de PCR de los transgenes rolB, al 0.8% de las re-amplificaciones de PCR de
nptll, gus y virD a partir de ADN de Raices los transgenes rolB, nptll, gus Carril 1: rolB
Transformadas. Carril 1: rolB (780 pb) Carril 2: nptll (517 (780 pb) Carril 2: nptll (517 pb), Carril 3: gus
pb), Carril 3: gus (1200 pb), Carril 4: virD (450 pb). (1200 pb).
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En la figura 14 se aprecia s6lo 2 bandas, una correspondiente al gen gus y la otra
al gen virD. Al realizar la amplificacion del gen gus se aprecia una banda de ~700 pb la
cual se esperaba un fragmento de 1200 pb, esto altera nuestra demostracién de una
transformacion efectiva ya que en el analisis histoquimico si muestra actividad este gen.
La amplificacion del gen virD muestra que la bacteria aun esta presente en los tejidos; por
lo tanto la amplificacién de este segmento puede ser a partir de la bacteria y no de los
tejidos. En la figura 15 se aprecia solo una banda correspondiente al gen rolB, el
responsable de la estimulacién para la formacién de raiz e involucrado en la morfologia y
patrén de crecimiento de las raices, por lo tanto este hallazgo nos da la pauta de verificar
gue las raices obtenidas de explantes de moringa si se obtuvieron por la introduccién de

una pequenfa parte del plasmido Ri al genoma de la planta.

V.9. Transformacion mediada por a. tumefaciens.

V.9.1. Expresion del gen reportero gus.

La formacion de brotes se observl a los 16 dias después del cocultivo con la
bacteria, donde solo algunos explantes presentaban el desarrollo de estos brotes. Se
realizaron varias desinfecciones con antibidtico (Cefotaxima 500mg/L) cada semana
durante los 25 dias que duraron los explantes en cultivo, ya que presentaban
contaminacion por parte de la bacteria. A los 25 dias del cocultivo, se apreciaban los
brotes mas desarrollados, los cuales fueron removidos de los explantes para su andlisis
histoquimico de gus. Se dejaron incubando 24 hrs con la soluciéon de reaccion y se
observé que pocos brotes habian tornado a color azul en algunas zonas, como se puede

observar en la Figura 16.

Cuadro 4. Porcentaje de brotes transformados de explantes de hipocotilo de

moringa.
No. De brotes presuntamente % de brotes con actividad
transformadas. GUS.
16 31.2%
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Figura 16. Expresion del gen reportero GUS en brotes transformados con A. tumefaciens de explantes
de hipocotilo de moringa. A-C) Brotes formados de explantes de hipocotilo de Moringa mostrando la
actividad del gen gus (B-glucoronidasa) en las zonas tefiidas de color azul detectada por el ensayo

histoquimico X-gluc (Fotos tomadas de un microscopio estereoscopico) D) Brotes No transformados, no
muestran actividad del gen gus.
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V.9.2. Verificacidon de la presencia de transgenes en brotes transformados de

moringa con A. tumefaciens.

V.8.2.1. Amplificacién de segmentos de ADN especificos mediante PCR.

Se utilizaron los brotes transformados para la extraccién de ADN, obteniéndose
poco ADN por lo tanto, para las pruebas posteriores no se pudieron realizar con mucha
certeza; en las primeras pruebas de amplificacion no se logré visualizar en el gel los
segmentos de ADN de los genes gus y nptll. Posteriormente se realizaron re-
amplificaciones de los productos de PCR iniciales, pero aun asi no se logré amplificar

ninguno de ellos.

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de las amplificaciones de PCR de los transgenes

nptll y gus a partir de ADN aislado de Brotes Transformados. Carril 1: nptll (517 pb), Carril 2: gus (1200
pb).
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V.10. Transformacion por bombardeo con microproyectiles.

V.10.1. Curva de Tolerancia al Herbicida.

Para establecer un sistema de transformacioén es necesario contar con un sistema

de seleccion adecuado que nos permita asegurar la recuperacion de las plantas

transgeénicas, por tal motivo se realizé el ensayo de la susceptibilidad a este herbicida en

explantes de hipocotilo de moringa probando las dosis minimas reportadas para la

seleccion de plantas mono y dicotiledoneas transgénicas utilizando este agente de

seleccion. La tabla 3 muestra los resultados observados durante 20 dias de incubacion.

Tabla 2. Ensayo de susceptibilidad al Herbicida Finale ® en explantes de hipocotilo

de moringa.

Tratamiento Concentracién del
Herbicida en medio MS

Total de
explantes

No. De brotes
por explante.

Respuesta de
los explantes.

21

Formacién de
nuevos brotes,
13 explantes
con brote, muy
elongados.

2 0.5 mg/L

21

Formacion de
nuevos brotes, 6
explantes con
brote, con
algunos
explantes
amarillos.

3 1 mg/L

21

Formacion de
nuevos brotes, 5
explantes con
brote, brotes
muy cortos.

4 1.5 mg/L

21

Poca formacion

de brotes, casi

nula, explantes
amarillos.

5 2 mg/L

21

No hay
formacion de
brotes,
decoloracion de
los explantes.

*Cada tratamiento con 3 réplicas, cada replica con 7 explantes.
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Figura 18. Ensayo de susceptibilidad al Herbicida Finale en explantes de hipocotilo de moringa en
medio MS. A) Explantes de hipocotilo en medio MS antes de ser expuestos al herbicida. B) Explantes control
de hipocotilo en medio MS. C-D) Explantes de hipocotilo en medio MS adicionado con 0.5 y 1 mg/L de
herbicida respectivamente, con formacion de nuevos brotes a 21 después de la inoculacion, con 1 mg/L de
herbicida los brotes generados son mas cortos y hay decoloraciéon en los explantes. E-F) Explantes de
hipocotilo en medio MS adicionado con 1.5 y 2 mg/L de herbicida respectivamente, no hay formacion de
brotes, hay cambio de color inducido por el herbicida.
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V.10.2. Desarrollo de brotes de explantes bombardeados.

El desarrollo del tejido se observé periddicamente cada semana durante 35 dias, a
los 8 dias de haber sido transferidos los explantes a medio de regeneracion adicionado
del agente selectivo (Herbicida 2mg/L) y cefotaxima como antibiético (primeros 15 dias),
se observo contaminacion en algunos explantes los cuales fueron descartados del resto;
cabe mencionar que la contaminacién se fue eliminando al paso de las semanas ya que
se transfirieron a medio nuevo. A pesar de que en este método de transformacion fisico
hay un alto porcentaje de contaminacién ya que no todos los consumibles se pueden
esterilizar por calor, muy pocos sobreviven a la transformacion, por lo cual hay un

porcentaje minino de transformantes; en el caso de que los haya.

En nuestras pruebas de bombardeo se lograron rescatar a la mayoria de los
explantes sin contaminacion. A los 13 dias de cultivo se observé la aparicion de pequefios
brotes principalmente en los tallos bombardeados, siendo més predominantes en los
bombardeados a 12cm de distancia y con un disco de ruptura de 1350 psi. En los callos
bombardeados se apreciaban menos explantes con brotes en comparacion con los tallos.

Los brotes de callos bombardeados no hubo formacion de nuevos brotes (ver Cuadro 5).

Cuadro 5. Porcentajes de explantes bombardeados de moringa con formacién de
brotes.

Condiciones de bombardeo.

Explante Distancia (cm) /disco de ruptura % de explantes con No. De brotes por
(psi) brotes explante.
6/900 42.8% 1
10/900 9.09% 2
Tallos 10/1100 41.6% 1
12/1100 35.7% 2
12/1350 50% 1
6/900 11.1% 1
10/900 0 0
Callos 10/1100 11.1% 1
12/1100 25% 1
10/1350 0 0
Brotes de 10/900 0 0
callos 10/1100 0 0

*Cada condicion de bombardeo tiene 3 réplicas, cada replica con 10 explantes.
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V.10.3. Expresioén del gen reportero gus.

Los brotes se fueron desarrollando y a los 35 dias de cultivo se removieron de los
explantes para su andlisis histoquimico de gus. Los explantes que no se obtuvieron brotes
se tomaron parte del mismo explante para su analisis. Los brotes se incubaron a 37°C con
la solucion de reaccion durante 2 hrs y no se observaba ninglin cambio de color, por lo
cual se dejo incubando 24 hrs. Al término de este tiempo se elimind la solucién de
reaccion y se lavaron con etanol al 70% para eliminar las clorofilas, cabe destacar que no
se observo ningln cambio de color, ni zonas tefiidas de azul, no se mostré actividad del

gen gus, dando una prueba negativa de gus; por lo cual se observaron al estereoscopio

(Figura 19) y también se verifico por PCR.

# 07/08/2014

2 mm

Brotes de tallos bombardeados 5 900psi (S vidad GUS; A

07/08/2014

de tallos bombardeados 10cm/1100psi (sin actividad GUS] © Brotes de tallos bombardeados 12cm/1350psi (sin actividad GUS;
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Bbtenidos de callos a partir de tallos) E

Figura 19. Analisis histoquimico de gus de brotes formados de tallos y callos de moringa
bombardeados con microproyectiles. A-D) Brotes obtenidos de tallos bombardeados, se observa el tejido
vegetal sin tincién, no hay actividad del gen gus. E y F) Brotes de callos bombardeados, se observa el tejido
vegetal sin tincion, no hay actividad del gen gus. G y H) Callos bombardeados, se observa el tejido vegetal sin
tincion, no hay actividad del gen gus.

V.10.4. Verificacion de la presencia de transgenes en explantes bombardeados de

moringa.

V.10.4.1. Amplificacion de segmentos de ADN especificos mediante PCR.

Se utilizé el tejido vegetal bombardeado para la extraccion de ADN vy
posteriormente se realizaron varias pruebas de amplificacién de los genes transferidos,
pero solo para el gen gus ya que del gen BAR (gen de seleccion) no se consiguieron los
oligos. Cabe mencionar que en las primeras pruebas no se logré amplificar ninguno de los

segmentos de ADN relacionados con los genes mencionados (Figura 20).
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de las amplificaciones de PCR del transgen gus a
partir de ADN aislado de explantes bombardeados. MM: marcador molecular, Carril 1: Tallos 6/900, Carril
2: Tallos 10/900, carril 3: tallos 10/1100, carril 4: 12/1350, carril 5: callos 6/900, carril 6: callos 10/900, carril 7:
callos 12/1100, carril 8: callos 10/1350, carril 9: Brotes de callos 10/900, carril 10: brotes de callos 10/1100.

En la figura 20 se puede observar que no hubo amplificacion del gen gus con los oligos
correspondientes. Este estudio se realizd con la finalidad de verificar si a pesar de no
expresarse el gen gus en el andlisis histoquimico pudiera estar presente el gen en el

tejido vegetal bombardeado.
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VI. DISCUSIONES.

Para llevar a cabo una metodologia in vitro, se requiere de un sistema de
desinfeccion eficaz que evite la contaminacion, por lo tanto se probaron varias técnicas de
desinfeccion modificando las concentraciones y cantidades de los agentes desinfectantes.
Se partié de un protocolo ya establecido para otros tipos de material vegetal, sin embargo
las semillas de Moringa oleifera con la testa removida, e incrementando el tiempo de
exposicion del etanol al 70% y el cloralex al 15% favorecié a una disminucién en la
contaminacion, y produjo un 80% de germinacion a los 8-10 dias después de la

inoculacién (Figura 5).

La utilizacion del medio basal MS para llevar acabo la micropropagacion de
Moringa, es una de las formulaciones mas empleadas y eficaces en la produccion de
brotes, lo cual ya ha sido comprobado anteriormente por Stephenson y Fahey (2004)
donde probaron seis formulaciones de sales basales con y sin la adiciébn de carbon
activado, dando como resultado la mejor formulacion para la generacion de brotes a partir
de meristemos axilares de M. oleifera; el medio basal MS y MS al 50% con produccién de
9y 12 brotes en total, respectivamente.

Asi mismo, Stephenson y Fahey (2004) también evaluaron distintos reguladores
de crecimiento vegetal solos o combinados tales como: Ancimidol, Acido Naftalenacético,
Acido giberelico, 6-Bencilaminopurina, Acido Indol-acético, Cinetina, Sulfato de adenina, y
Tidiazuron, en un intento por estimular la multiplicacion clonal de brotes, desarrollo de los
brotes y el establecimiento de la raiz, después de 3 semanas observaron que no habia
sefiales de formacion de brotes adicionales y el vigor del brote cultivado habia declinado
rapidamente pero no en el medio control (libre de reguladores), los cuales se mantuvieron
verdes, sanos y produjeron una raiz primaria. Teniendo este antecedente, en nuestro
trabajo partimos de este hallazgo, en la micropropagacién de Moringa no se adicionaron

reguladores de crecimiento.

60

“DESARROLLO DE UN SISTEMA DE PROPAGACION IN VITRO Y TRANSFORMACION GENETICA
EN PLANTAS DE MORINGA (Morinaa oleifera Lam)”



La micropropagacion de explantes nodales resulto ser muy efectiva, el 80% de los
nodos cultivados respondieron con la formacion de 2-3 brotes por explante y formacion de
raiz (Figura 7); asi mismo el 90% de los explantes apicales respondieron
satisfactoriamente, formando 4-5 secciones internodales y formacion de raices (Figura 6).

Otro método de propagacion que se utilizd en este estudio fue el siguiente: a partir
de plantulas germinadas, se removié el nodo cotiledonario para probar si el nodo aislado
tenia la capacidad de generar nuevos brotes. A los 12 dias después de la inoculacion y
solo en presencia del medio MS, se generaron nuevos brotes; de 2-3 brotes por nodo
cotiledonario, estos brotes se elongaron siendo verdes y con nuevas hojas y secciones
internodales (Figura 8). Posteriormente se siguié removiendo estos brotes y la mayoria de
los nodos seguian generando nuevos brotes. Estos resultados demuestran que no solo a
partir de semilla se puede obtener una plantula; el nodo cotiledonario también tiene una
alta capacidad de generar una plantula. La generacién de nuevos brotes provocada por la
escision repetida de brotes, lo realizaron por primera vez Steinitz, et al. (2009) en tres
especies de Moringa, observaron que la escision de brotes adicionales algunas veces
estimulaba la aparicién de una nueva ola de brotes, sin embargo la produccién de brotes
gradualmente declinaba con el repetido cultivo hasta que finalmente ces6, de 6-8
semanas desde la primera decapitacion. En nuestro caso, se observé una mayor cantidad

de brotes con cada poda.

En la regeneracion de Moringa por organogénesis directa, utilizando la
combinacién de ANA y BA, se observé que los explantes de hipocotilo respondieron en la
formacion de tejido calloso en la mayoria de los tratamientos (T2 al T18 excepto el T10,
T11, T12), incluyendo el tratamiento control (MS sin reguladores) al termino de 28 dias de
cultivo (Figura 9). La adicién de ANA y BA condujo a la formacion de callos friables en el
extremo del explante que estaban en contacto directo con el medio. Las diferentes
concentraciones de reguladores se manifestaron en la formaciéon de callo; a menor
concentracion de BA (1, 2 y 3 mg/L) favoreci6 la produccion de callo en la totalidad del
explante, siendo menos efectivas las concentraciones de 4 y 5 mg/L de BA. La adicion de
ANA no fue muy eficaz, ya que en ausencia o presencia de esta fitohormona la induccion
de tejido calloso en explantes de hipocotilo de moringa se produce con suma rapidez y

facilidad, lo cual fue confirmado con el tratamiento control.
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La utilizacion de estas 2 fitohormonas para la regeneracion, nos basamos en un
estudio realizado por Saini et al. (2012) donde evaluaron el efecto de ANA, BA y
Triacontanol en la induccién de multiples brotes en explantes nodales de Moringa oleifera,
encontraron que 4.44 uM de BA era la concentracién éptima, con una produccién del 90%
de respuesta y un promedio de 9 + 1 de brotes axilares por explante. Adicionando ANA, el
porcentaje de respuesta disminuia a 60%. A partir de la concentracion 6ptima, se tomo
como la concentracién media en nuestro experimento, y se probaron concentraciones de
0-5 mg/L de BA y de 0-1 mg/L de ANA, y observamos que el efecto de BA es mayor, que

afadiendo ANA; un resultado muy similar al obtenido por Saini et al. (2012).

La induccién de brotes se observo a una concentracion de 3 mg/L de BA, donde el
38.8% de los explantes formaron brotes (Figura 9). La eficiencia de BA para la
organogénesis ha sido respaldada por informes similares en otras plantas (Khan et al.
2011, Yapo et al. 2011). Con el fin de obtener la organogénesis in vitro de Moringa sp., se
han utilizado explantes nodales (Stephenson y Fahey 2004), explantes de tallo de

plantulas in vitro y plantas cultivadas en el campo, respectivamente.

En la transformacién genética de M. oliefera se probaron 3 métodos de
transformacién, de los cuales se utilizaron vectores biolégicos (A. rhizogenes y A.
tumefaciens) y un método fisico (bombardeo de microproyectiles). En la transformacion
mediada por A. rhizogenes; en la induccion de raices transformadas in vitro se realizaron
3 transformaciones utilizando explantes de hipocotilo y se obtuvo un promedio de los
resultados obtenidos. Cabe destacar que en las 3 transformaciones la mayoria de los
explantes infectados produjeron raices en un 50% (Cuadro 3). Las caracteristicas de
estas raices en Moringa presentaron un aspecto blanquecino, alargadas, ademas de
proliferar de manera desorganizada; mostrando caracteristicas fenotipicas de la raiz
pilosa (Nemoto et al. 2009). Cerca del 50% de las raices presuntamente transformadas,
mostraron actividad del gen reportero gus (Figura 13). Esta expresion nos permitio
visualizar de forma cualitativa a las raices transformadas y nos dio la pauta de verificar

nuestro método de transformacion.
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El andlisis molecular para la presencia de los transgenes, mostro la amplificaciéon
del gen rolB el cual tiene un papel fundamental en la induccién del sindrome de raiz pilosa
(Figura 15) (Nemoto et al. 2009). Sin embargo no se pudo observar la amplificacion del
gen de seleccion nptll, esto pudo haber sido a dos factores; uno que posiblemente
estaban contaminados nuestros oligonucledtidos ya que anteriormente no dieron
amplificacion y dos debido al poco material de ADN que se contaba fue dificil realizar otra
amplificacién. No obstante, suponemos que hubo transformacion ya que hubo expresion
del gen gus y que los explantes expuestos en medio de seleccion con kanamicina

sobrevivieron en comparacion con el control.

Los brotes desarrollados en los explantes transformados mediante Agrobacterium
tumefaciens, presentaron caracteristicas muy peculiares; eran muy cortos, de aspecto
verdoso y con algunas hojas demasiado pequefias que solo se podian visualizar con el
estereoscopio. El 31% de los brotes presuntamente transformados, mostraron actividad
del gen reportero gus; apareciendo puntos azules aislados en los brotes (Figura 16). La
amplificacion de los transgenes de brotes transformados, tampoco fue exitosa, se extrajo
muy poco ADN del tejido vegetal por lo cual se realizaron re-amplificaciones de los
productos de PCR iniciales, pero no se logré amplificar ninguno de los transgenes (nptll y
gus) (Figura 17).

Se pueden deducir varios aspectos con respecto a la eficiencia de este método de
transformacién en Moringa; a) que la planta es muy docil de transformar utilizando
vectores biol6gicos como lo es Agrobacterium, b) el desarrollo del tejido es practicamente
rapido una vez infectado, c) se pueden utilizar varios explantes, como lo es el hipocotilo,
hoja y tejido calloso. A o mejor el porcentaje de brotes transformados es muy bajo, y se
podria considerar un método poco eficiente; sin embargo hay que recordar que influyen

diversos factores para determinar la eficacia de un sistema de transformacion.

Entre ellos podemos mencionar el genotipo de la planta, tipo de explante, medio
de cultivo, concentracion de acetosiringona, la cepa de Agrobacterium y vectores, la
densidad celular bacteriana y las condiciones de inoculacién y cocultivo, para que se

pueda dar la transferencia de T-ADN (Amoah et al. 2001).
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Los niveles Optimos de cada uno de estos elementos son necesarios que sean
determinados para cada sistema de transformacion. Los efectos de estos factores en la
entrega y expresion transitoria del gen uidA al tejido vegetal deben ser evaluados para

determinar la eficacia de un sistema de transformacion.

Actualmente no hay reportes sobre la transformacion genética de Moringa sp., de
ningan sistema de transformacion, es por esto que se propuso aplicar métodos de
transformacion utilizando vectores biolégicos como lo es Agrobacterium que es
ampliamente utilizado en la transferencia de genes en plantas. Nuestros resultados
demostraron que la planta de Moringa es muy factible de transformar, aun utilizando
protocolos ya establecidos por otras especies de plantas, como lo fue el protocolo de
transformacion con A. rhizogenes, el cual sus condiciones estan optimizadas para
cactaceas. Sin embargo, se observd un alto porcentaje en produccion de raices por
explante, al igual que la mayoria de estas raices presentaron actividad del gen reportero
gus. Se conoce que la induccién de raices transformadas es con la finalidad de obtener
metabolitos secundarios de los cuales se obtengan mdultiples beneficios; al realizarlo en
moringa se incrementa la posibilidad de obtener estos beneficios ya que esta planta es
reconocida por sus propiedades farmacologicas. No obstante, la eficiencia de cualquier
método siempre se basa en mejorar las condiciones del mismo para cada especie de

planta.

En la transformacion genética por bombardeo con microproyectiles o biolistica se
utilizaron 3 tipos de explante; tallos, callos y brotes de callos. De los cuales, los tallos
fueron el mejor explante por tener mayor desarrollo de brotes (50%), también se probaron
diferentes condiciones de bombardeo; resultando mas eficaz, los disparos a 12cm de
distancia y con un disco de ruptura de 1350 psi en explantes de tallo, mientras que en
callos el mas eficaz fue con disparos a 12 cm de distancia y con un disco de ruptura a
1100 psi, obteniendo un 25 % de los explantes con brotes (Cuadro 5). Cabe mencionar
gue las condiciones de bombardeo se eligieron al azar; sin tener un antecedente previo,
ya que esta planta de moringa no habia sido probada con este sistema de transformacion.
Sin embargo se tomaron en cuenta otras condiciones ya establecidas para las plantas del
orden de las Brassicales (Liu et al. 2001); son la familia mas cercanamente emparentada

con las Moringéceas.
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En general no se observd una tendencia sobre si era mejor a menor o mayor
distancia, o a menor o mayor disco de ruptura. A menor distancia, el disparo era muy
cerca y los explantes se salian del medio y esos explantes ya no se podian recuperar,
porque podria haber contaminacion. A mayor distancia, el disparo era mejor, los explantes
permanecian en su medio y resultaban menos dafiados. El disco de ruptura es el que
determina la presion a la cual sale el disparo, a menor presién posiblemente las particulas
de oro no logran llegar a la célula vegetal; y a mayor presion probablemente las particulas
van muy aceleradas y logran penetrar a la célula vegetal, esto seria algo hipotético; sin
embargo nuestros resultados demuestran que vario mucho los porcentajes con respecto a

las condiciones de bombardeo.

Se han utilizado diferentes vectores para este método, pero una de las
construcciones mas ampliamente usadas en biolistica es el vector pAHC25 por tener un
gen de seleccién (BAR) muy eficaz en la estrategia de recuperacion de transformantes y
un gen reportero (gus) para visualizar la expresion del gen, ademas de poseer el promotor
de la ubiquitina Ubil que es mas activo que el promotor CaMV 35S (Christensen y Quiail,
1996). Es por esto que se decidi6é trabajar con él, ademas de que este plasmido ha sido
utilizado particularmente en transformaciones de plantas monocotiledéneas, como lo son
los cereales que originalmente eran considerados fuera del rango de hospederos por A.

tumefaciens (Melchiorre et al. 2002).

El analisis histoquimico de gus reveld6 que los explantes de moringa
bombardeados no fueron transformados, ya que no hubo actividad o expresion del gen
gus. Existen varias posibilidades por las cuales probablemente no se logro la
transformacion; en primer lugar el plasmido pAHC25 es un vector dirigido al nucleo, al
entrar a la célula vegetal se encuentra con una region homologa del cloroplasto y las
enzimas se encargan de integrar este plasmido, no al genoma de la planta, por lo tanto al

crecer la planta o regenerarse no hay transferencia de genes.

Otra cuestion que es necesario evaluar es el alcance de la penetracion de las
particulas en las células vegetales que puede ser controlada variando la intensidad del
estallido, alterando la distancia que las particulas han de atravesar para alcanzar la célula

o utilizando particulas de diferentes tamafios.
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No obstante, algunos tejidos oponen una resistencia natural a la penetracion de las
particulas, dada por cuticulas endurecidas, paredes celulares lignificadas o superficies
vellosas. Sin embargo, los principales limitantes del método contindan siendo la baja
relacion entre el total de células sometidas al bombardeo y el nimero de células que

logran incorporar de manera permanente la informacion genética transferida. (Cita).
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VIl.  CONCLUSIONES.

La propagacion de Moringa oleifera revelé que ambos explantes; apices y nodos
tienen una alta capacidad de generar nuevos brotes asi como su sistema radical y originar
una planta completa. La manifestacion de esta capacidad se logré sin la estimulacion

exdgena de reguladores de crecimiento.

La trasformacion genética mediante los 3 métodos propuestos (A. tumefaciens, A.
rhizogenes y bombardeo) en explantes de Moringa; se observd que la planta se adapta
rapidamente a las condiciones del sistema de transformacion, la capacidad del explante
principalmente de hipocotilo presenta gran tolerancia a la manipulacion y a la
supervivencia después de la transformacion, al contrario de las hojas. De los 3 métodos,
la transformacion mediada por A. rhizogenes resultd ser el sistema mas eficaz hasta el
momento, obteniendo un 48% de raices transformadas, de un total de 81 raices, mientras
que con la transformaciéon mediante A. tumefaciens el nimero de brotes obtenidos fue de
31% de brotes con expresion del gen gus. Para el sistema por bombardeo se necesita

realizar mas ensayos con diferentes explantes o con un vector diferente.

Nuestro estudio demostro lo factible que es trabajar con esta planta de Moringa, en
propagacion, regeneracion y transformacion; aunque en cada uno de los procedimientos
hubo limitantes y diversos factores que hay que seguir evaluando en proximas

investigaciones.
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VIIl.  GLOSARIO.

Auxinas: son un grupo de compuestos derivados del triptofano, sintetizados por lo
general en los apices, y que estan implicados en varios eventos relacionados con el
crecimiento y diferenciacién celular. Participan en la regulacién de algunos procesos que
ocurren en los tejidos vegetales como el crecimiento celular, la acidificacién de la pared
celular, el inicio de la division celular, la formacién de tejidos no diferenciados (tejido

calloso), la diferenciacion del tejido vascular y la formacién de érganos (raices).

Citocininas: son derivados de la adenina y son sintetizadas en tejidos vegetales jévenes
y raices. Son muy Uutiles en cultivos in vitro ya que estimulan la division celular y rompen la
latencia de las yemas axilares haciéndolas brotar. Junto con las auxinas, las citocininas

regulan la divisién celular.

Explante: es cualquier érgano, tejido o segmento de tejido vegetal que va a ser utilizado
para iniciar el cultivo. Puede ser una semilla, un embrién aislado, un segmento de hoja, de
tallo, de cotiledén, de raiz o de érganos reproductores entre otros. Cualquier segmento de

tejido vegetal que contenga células vivas puede ser utilizado como explante.

Fitoquimicos: Sustancias que se encuentran en los alimentos de origen vegetal,
biolégicamente activas, no son nutrientes esenciales para la vida, pero tienen efectos

positivos en la salud.

Glabro: (del latin glaber; calvo) No presenta pelos, tricomas o estructuras similares en su

superficie externa.

Hipocotilo: es el primer 6rgano de expansion de la plantula, y se desarrolla hasta formar

su tallo.

Inflorescencia: Disposicion de las flores sobre las ramas o la extremidad del tallo, su

limite esta determinada por una hoja normal.
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Medio de cultivo: Preparacion artificial que contiene todos los elementos necesarios para
mantener vivo al tejido vegetal, mas aquellos elementos que lo llevaran a responder de la

manera esperada al cultivo in vitro.

Micropropagacion: el conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos utilizados para

multiplicar plantas asexualmente en forma rapida, eficiente y en grandes cantidades.

Organogénesis: es una via de regeneracion de plantas in vitro, parte de tejidos no
meristematicos y se requiere un proceso de desdiferenciacion y rediferenciacion de los
tejidos. Es la formacién de novo de 6rganos en los explantes cultivados, los 6rganos que

se pueden formar son las raices o brotes adventicios.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): es una técnica de biologia molecular
desarrollada en 1986 por Kary Mullis, esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN;
el objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN en particular, su
utilidad es que tras la amplificacién resulta mucho mas facil identificar con una muy alta

probabilidad, virus, bacterias, plantas, etc.

Reguladores de crecimiento vegetal (RCV): también conocidos como hormonas
vegetales o fitohormonas. Son compuestos organicos sintetizados por la propia planta,
que en muy pequefias cantidades alteran el crecimiento o los patrones de desarrollo de
los tejidos vegetales. También se conocen compuestos sintéticos que tienen actividad

similar a los RCV.

Tejido calloso: Masa amorfa de células vegetales poco diferenciadas y de rapida

proliferacion.

Transgen: es un gen que se moviliza o se transfiere entre dos organismos distintos o
lineas de una manera que no sea la reproduccion sexual. Las causas naturales de dichas
transferencias, se denominan transferencia lateral u horizontal, incluyen transportar los
genes por medio de virus o bacteria que pueden transferir el ADN entre distintas

especies.
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X.  ANEXOS.

Anexo A. Representacion esquematica del plasmido ESC4 que contiene los genes: nptll
qgue codifica para la resistencia a la kanamicina y el gen gus que codifica para la enzima
B-glucoronidasa.

Anexo B. Contenido del medio de cultivo para bacterias YM.

Anexo C. Representacion esquematica del vector pBI121.

Anexo D. Ficha técnica del Herbicida Finale.
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Anexo A. Representacion esquematica del plasmido ESC4 que contiene los genes: nptll
que codifica para la resistencia a la kanamicina y el gen gus que codifica para la enzima
B-glucoronidasa.

Manitol........ccoooiiiiiiiiiii 10gr./L
MSO4 i 0.2gr./L
KoHPOy i 0.5gr./L
Extracto de levadura............. 0.4qr./L
NaCl......cooiii, 0.1gr./L

Anexo B. Contenido del medio de cultivo para bacterias YM.

CaMV 355 promoter {1 glucurenidase

pB|121 Sma |

""""""""" TCT AGA GGA TCC CC6 GGT GGT CAG TCC CTT ATG

from Clontech
Xbal BamH | catalogue 1996 / 97

Anexo C. Representacion esquematica del vector pBI121.
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Productos Fitosanitarios _) Bayer Lropscience

Finale®

DATOS GENERALES DEL PRODUCTO

Mombre coman ! ingrediente activo:
GLUFOSINATO DE AMOMIO

Clase quimica:
SAL DE AMONID

Formulacion y concentracion:
SOLUCION ACUOSA; 13.5 % (150 g ialL)

Categoria toxicoldgica:
Ligeramente toxico (V) / Banda Verde

No. de Registro:
RSCO-HEDE-D231-304-013-014

Modo de accion:
Es un products que actla sobre partes werdes, mhibiendo |a sintesis de glutaming sintetaza (enzima

esencial en el metabolismo del Mitrdgeno). lo que conlleva a ks acumulacion e intoxicacion por altos niveles
de amonio y ademas afecta &l metabolismeo de proteinas al no poder sintetzarse &l amincacido glutamina.

Sistemicidad:
Sistemico Contacto Translaminar
X X
Caracteristicas biologicas:
HEREICIDA.
Die ampho espectro.
Excelentz confrol de comehuelas.
Periodo de control mayor que desecantes comunes.
Mo tiene accion sobre el suelo y no tiene actividad residual.
UsSDSs
. Problema . Intervalo de | Tolerancia .
Culti 7 — Dosis/h . Ob:
L Nombre comdn Nombre cientifico peisha Seguridad | EPA (ppm} -
Banano Cadilo Xanthium spinosus 1.0-30L 0.3
Flor blanca Parthenium
hysterophorus
£. cola de zoma Lepbochioa unnevia
Maiz Z. pinto Echinochloa colonum 10-20L 70 0.2
Acahual o flor Melampodium
arnarilla perfolinatum Aplicacion dirigi
- " plicacion dirigida a
ergonzosa Mimosa pudica
Friclilo Casia tora las malezas
Z. de afio Panicum fasciculatum
Quelite Amaranthus hybridus
Malva o escobilla Malvastrum
coromandelianum
Manto o bejuco lpomoea purpurea
morado

Anexo D. Ficha técnica del Herbicida Finale.
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