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RESUMEN. 
 
Se indujo y se proliferó callo embriogénico de maíz mostrando las características 

típicas de un tipo II (Green y Rhodes, 1982). La transformación se llevó a cabo por el 

método de biobalística en un co-bombardeo, mostrando en el ensayo histoquímico 

(Jefferson et al, 1987) la expresión del gen reportero. La concentración óptima elegida, 

para seleccionar callos transformados de los que no lo estuvieron, correspondió a 3 

mg/L de Basta® con fuentes de nitrógeno reducido. La regeneración a plantas de 

maíz se dio a los 6 meses y medio después del co-bombardeo con un total de 382 

plantas por parte de las dos construcciones con el transgen de interés (pWR-21/pUB1 y 

PGHCNS/MARS). De las 15 líneas de maíz regeneradas, a partir de callos transformados, 

11 líneas mostraron la banda esperada de 1492 pares de bases correspondiendo a la 

proteína G del virus de la rabia, lo que represento que un 73.33% de las plantas 

analizadas, incorporó el gen de la glicoproteína del virus de rabia en su genoma 

nuclear. 
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3) ANTECEDENTES. 
 
3.1) GENERALIDADES DEL MAÍZ. 
 
3.1.1 Clasificación. 
 
El maíz es una planta herbácea anual, la cual ha sido clasificada taxonómicamente de la 

siguiente manera: 

 

Reino Plantae 

Phylum Antophyta 

Clase Monocotyledones 

Orden Commelinales 

Familia Poaceae 

Genero Zea 

Especie Zea mays 

(Internacional Code of Botanical Nomenclature, XV International Botanical Cogress, 1993) 
 

 
3.1.2 Descripción botánica de la planta. 
 
El maíz es una planta anual, herbácea y monoica, cuya células poseen 2n cromosomas; 

con un gran desarrollo vegetativo que puede alcanzar hasta los 5 m de altura (el 

promedio es de 2 a 2.5 m). Muy robusta, tallo nudoso y macizo y con 15 a 30 hojas 

alargadas y abrasadoras (4 a 10 cm de ancho por 35 a 50 cm de largo), de borde áspero, 

finamente ciliado y algo ondulado. Desde el entrenudo inferior pueden nacer tallos 

secundarios que no suelen dar espiga y en caso de darlas son abortivas (Reyes, 1990). 

Posee un sistema radicular fasciculado bastante extenso formado por tres tipos de raíces: 

raíces primarias, raíces secundarias o principales y raíces aéreas o adventicias (C.I.A., 

1980). 

 

El maíz posee flores masculinas y femeninas. Las flores masculinas se agrupan en una 

panicula (penachos o pendones) terminal y las femeninas se reúnen en varias espigas 

(panojas) que nacen de las axilas de la hojas del tercio medio de la planta (Castañeda, 

1990). El fruto de maíz (grano) lo describe Reyes (1980) como una cariópside formada por 

la cubierta o pericarpio (6% del peso del grano), el endospermo (80%) y el embrión o 

germen (14%). 
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3.1.3 Componentes bioquímicos del maíz. 
 
El grano de maíz como fuente de alimento esta constituido por diferentes compuestos 

como a continuación se menciona: a) almidón (constituido por amilasa y amilopectina 

conformando un 90% en el endospermo). Es un componente energético de reserva y 

como fuente principal de energía durante la germinación (Hamarker et al, 2002); b) 

proteína (como Zeínas –α, β, γ, δ- y no zeínas, conforman un 90% y 10% respectivamente 

de proteínas en el endospermo). Funcionan como proteínas de almacenamiento 

principalmente, en el caso de las Zeinas; las no zeinas participan en diversas funciones a 

nivel de pared celular y citoplasma (Hamarker et al, 2002); c) lípidos (mono, di y 

triglicéridos, ácido linoleico y oleico, fosfolípidos y esteroles conformando del 3.5 al 5% en 

grano). Fungen como fuente energética secundaria (Hamarker et al, 2002) y d) 

componentes menores (como fitato, yodo, zinc, hierro, vitamina E, piridoxina y niacina; el 

fitato conforma el 90% del escutelo mientras que los restantes se presentan en trazas). 

Intervienen en varios procesos metabólicos (Voet y Voet, 2001; Harmarker et al, 2002). 

 
3.1.4 Distribución. 
 
El maíz debido a su distribución, a modo general, es clasificado en dos tipos distintos: el 

cultivado en ambientes calidos conocido como maíz tropical y el que se cultiva en climas 

más fríos llamado maíz de zona templado. El maíz tropical es a su vez, es clasificado en 

tres subclases: de tierras bajas, de media altitud y de zonas altas (www.fao.org). La 

clasificación de los tipos de maíz basada en el ambiente ha sido descripta en detalle por 

Dowswell et al (1996). 

 

En México, la gran diversidad de ambientes ha traído como consecuencia la diversidad 

de tipos, razas y variedades de maíz adaptados prácticamente a todas las condiciones 

que se puedan presentar en el país. Debido a esto, se puede encontrar maíz cultivado 

desde las costas de ambos océanos hasta mas de 3000 metros sobre el nivel del mar, con 

temperaturas medias mensuales, durante su ciclo vegetativo, de 28ºC en las zonas mas 

calidas y de 12ºC o menos en las zonas frías (C.I.A., 1980). 

 

Reyes (1990) señala que las razas de maíz, las cuales son ampliamente comerciales, 

rendidoras de grano y forraje, y que han intervenido de manera notable en los programas 

nacionales de desarrollo son: a) raza Vandeño, se cultiva en la tierra caliente de la costa 

del Pacifico Sur; b) raza Tuxpeño, se cultiva en las tierras bajas de la costa del golfo de 
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México; c) raza Tabloncillo, solamente se cultiva en Jalisco y Nayarit y d) raza Celaya, se 

cultiva en la zona del Bajío. 

 
 
3.1.5 Producción de maíz. 

La producción mundial de maíz en 2005 se incrementó en 5 millones de toneladas, para 

situarse en 677 millones de toneladas en el caso de Estados Unidos; también se 

aumentaron las estimaciones para la Unión Europea. En tanto al consumo mundial, éste se 

incrementó en 2 millones de toneladas más que el año anterior, es decir, a 672 millones de 

toneladas. Respecto al comercio mundial de maíz para el período 2006 se estima en 76.7 

millones de toneladas mensuales, lo que significará un descenso de 0.3 millones de 

toneladas.  

(www.igc.org.uk/gmr/gmrsumms.htm). 

En el caso de México, la producción de maíz fue de 22 millones de toneladas lo que 

representó el 3.1% de la producción a nivel mundial en el período del 2005, siendo los 

estados de Jalisco, Estado de México, Guanajuato, Sinaloa y Oaxaca los principales 

productores. Sin embargo, el consumo de este grano, a nivel nacional, fue de 27.4 

millones de toneladas lo que significó un déficit pese a las políticas y programas 

agropecuarios.  

(www.siap.sagarpa.gob.mx).  
 
 
3.1.6 Importancia cultural del maíz en México. 
 

Es seguro que ninguna planta tuvo para los indígenas precolombinos una importancia 

igual a la del maíz, importancia que sigue vigente hoy día. El maíz nutrió los orígenes de las 

grandes civilizaciones de este país y lo sigue haciendo. Referirse a la importancia cultural 

del maíz es mencionar la comunión indisoluble entre la planta y el hombre.  

(www.udlap.mx/palou/discurso.htm). 

 

Como es sabido, México es centro de origen del maíz y su riqueza de razas y variedades 

es el producto de generaciones que han logrado obtenerlas y preservarlas; pero el maíz 

no sólo es el grano que ha alimentado, alimenta y alimentará al mexicano, sino que 

también posee una significación cultural y religiosa, pues el maíz es todavía parte de las 

creencias religiosas y rituales de los mexicanos. No es de extrañarse que cada cultura 
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nacida en este país tenga representado al maíz como una deidad y se le atribuyan a esta 

planta una serie de leyendas y mitos.  

 

Pese a la influencia cultural externa, el maíz sigue siendo el grano sostén de este país y 

seguirá siendo un factor de identidad inalienable porque posee no sólo el poder cultura-

tradición, como se mencionó anteriormente, sino también el nutritivo. Todo esto se puede 

resumir en la vieja sentencia de que sin maíz no hay país.  

 

(www.correodelmaestro.com/anteriores/1999/noviembre42/artistas42.htm). 
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3.2) EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA EN MAÍZ. 

 

3.2.1 Factores que intervienen en la Embriogénesis Somática de Maíz. 

 

a) Medio de Cultivo. 

 

El medio de cultivo es un factor importante para la inducción de callo embriogénico; 

aunque diferentes formulaciones de medio pueden sostener el crecimiento de callo, 

dos medios son los más empleados: MS (Murashige & Skoog, 1996) y N6 (Chu et al, 

1975). Green (1982) obtuvo callo embriogénico de maíz de la línea A188, tanto en 

medio MS como N6, logrando mantenerlo hasta la etapa de regeneración empleando 

ambos medios. 

 

Hodges et al (1986) señalan que el medio N6 debe jugar un papel crucial en la 

expresión de genes que, probablemente, participan no solo en la embriogenesis, sino 

también en la regeneración, pues la diferencia principal entre el medio MS y éste 

radica en el contenido de nitrógeno. El MS posee 20.6 mM de NH4 y 39.4 mM de NO3 

mientras que el N6 contiene 7 mM de NH4 y 28 mM de NO3 además 20 mM de L-

prolina. El índice de relación entre NO3 y NH4 es de 1.9 y 4 para MS y N6 

respectivamente. Este grupo enfatiza e hecho de que el nitrógeno es importante para 

la embriogenesis somática y la regeneración. 

 

Wilkinson y Thompson (1986) comprobaron el efecto del medio de cultivo y el 

genotipo, así como el medio x genotipo en el establecimiento de callo embriogénico 

de maíz. Probaron diferentes líneas mejoradas en medio MS, N6 y D (propuesto por 

Duncan et al, 1985). Por medio de un análisis estadístico concluyeron que la formación 

de callo embriogénico y la regeneración a plantas depende tanto de la influencia del 

genotipo como el medio de cultivo. Estos resultados se pueden considerar un ejemplo 

de la interacción entre el ambiente y el genotipo. Numéricamente, 33 de los 37 

genotipos (o sea el 88%) formaron callo embriogénico en alguno de los tres medio y 18 

lo formaron con una frecuencia mayor al 50%. 

 

Armstrong y Green (1985) realizaron un estudio sobre el efecto de la L-prolina en la 

embriogenesis somática en maíz. Emplearon embriones en diferentes etapas de 

desarrollo en medio MS y N6 en diferentes concentraciones de L-prolina (de 0 a 9 mM) 
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y de este aminoácido en combinación con la glutamina (de 0 a 25 mM). Estos autores 

confirmaron con datos estadísticos, que la L-prolina en combinación con las sales N6 

incrementó la formación de embriones en el callo embriogénico en una relación 

directamente proporcional, es decir, a mayor concentración de L-prolina mayor 

numero de embriones. Con respecto a la relación entre L-prolina y glutamina, se 

demostró que este segundo aminoácido también incrementa de manera significativa 

la formación de embriones siendo la concentración más óptima de 25 mM. 

 

Varios investigadores han demostrado el efecto del AgNO3 en el caso de la 

producción de callo tipo II y la promoción de la regeneración. Se ha demostrado que 

el AgNO3 afecta la acción del etileno por competir con los sitios de unión 

promoviendo de esta manera el aumento en el callo tipo II y la regeneración. 

Además, se ha  observado que afecta algunos genotipos en combinación con la 

auxina sintética del 2,4-D (Vain et al, 1989; Songstag et al, 1991, 1992). 

 

b) Reguladores de crecimiento.  

 

En 1982, Green y Rhodes obtuvieron un nuevo tipo de cultivo en maíz distinguiéndose 

de otros por su friabilidad, rápido crecimiento y capacidad para regenerar plantas por 

medio de la embriogenesis somática. Dichos cultivos se iniciaron directamente del 

escutelo como sectores específicos produciéndose en medio MS o N6 con la auxina 

2,4-D en una concentración de 0.5-1 mg/L. 

 

Autores como Lu et al (1983) también han realizado estudios con la embriogénesis 

somática en maíces híbridos empleando diferentes concentraciones de la auxina 2,4-

D (0.25-2 mg/L). Estos autores obtuvieron resultados satisfactorios como: un porcentaje 

alto en la producción de callo, formación de embriones y la regeneración de éstos a 

plantas. 

 

Carvalho et al (1997) probaron maíces daptados en zonas tropicales para producir 

callo tipo II y regenerar plantas tomando en cuenta el efecto sinérgico entre DICAMBA 

y el AgNO3. Obtuvieron morfotipos de callos: uno de ellos suave, friable y embebido en 

mucílago con muchos embriones somáticos presentándose en pocos genotipos. El otro 

morfotipo se presento mas friable, no mucilaginoso con pocos embriones somáticos; 

ambos tipos se consideraron como del tipo II bajo el argumento de ser variaciones de 
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callo debido a las diferencias en su etapa de desarrollo. La producción de callo tipo II 

se incremento significativamente cuando la concentración de DICAMBA cambió de 

15 µM a 30 µM y con la adición de AgNO3 en el medio. Un efecto sinérgico entre 

AgNO3 y DICAMBA (30 µM) se observó, lo que permitió la producción adicional de 

callo tipo II. El alto porcentaje de plantas regeneradas y el número de éstas por gramo 

de callo en cada línea mejorada, también se observó en esta combinación. 

 

c) Explante y estado fisiológico. 

 

Wilkinson y Thompson (1986) concluyeron que el explante (embrión inmaduro) 

respondió a la obtención de callo, sin embargo la regeneración a  plantas fue pobre, 

pues cabe aclarar que solo el 16% del callo produjo plantas. Los autores enfatizaron 

que las condiciones del ambiente influyeron en la planta donadora haciéndose 

presentes en la producción del callo así como en las frecuencias de regeneración 

pues  dichas plantas crecieron en un verano seco y caliente lo que pudo afectar la 

producción del callo. 

 

Autores como Lu et al (1983) indican que factores como el estado fisiológico y el 

desarrollo del embrión son aspectos clave en la embriogenesis somática, pues 

embriones obtenidos de cultivares que crecieron bajo diferentes condiciones 

ambientales dieron diferentes respuestas. 

 

Para Armstrong y Green (1985), la etapa de desarrollo del tejido donante constituye un 

factor importante en la iniciación del cultivo de tejidos regenerables, pues los 

embriones inmaduros son menos propensos a perder su capacidad para iniciar callos 

que los embriones en etapas más maduras. 

 

Close y Ludeman (1987) emplearon como explante embriones inmaduros de varias 

líneas mejoradas crecidas en condiciones de invernadero. En el tejido embriogénico, 

en presencia de reguladores de crecimiento (auxinas), observaron masas hinchadas 

derivadas del escutelo con el surgimiento de numerosos embriones somáticos; estas 

estructuras se encontraban fusionadas en la mayoría de los casos. 

 

Zhong et al (1992) propusieron como explante alternativo las puntas de los primordios 

de las plántulas de maíz para la obtención de primordios adventicios y embriones 
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somáticos. De las puntas de los primordios formaron grupos múltiples en todas las 

diferentes concentraciones del regulador de crecimiento. Obtuvieron la formación de 

20-25 brotes por cada explante inicial y al término del subcultivo, cada primordio de 

plántula produjo 500 ápices. 

 

Huang et al (2004), desarrollaron un sistema eficiente para regeneración de plantas a 

partir de embriones inmaduros. Con este sistema obtuvieron una frecuencia de 

inducción de callo primario desde un 28.5% hasta un 97.6% dependiendo de las 

concentraciones de 2,4-D, pues los índices de inducción de callo fueron relativamente 

mínimos a bajas concentraciones del regulador de crecimiento. La concentración de 

2 mg/L de 2,4-D y 0.2 mg/L de BA fue la más efectiva con la más alta frecuencia de 

formación del callo embriogénico y regeneración adecuada. 

 

d) Genotipo. 

 

 Green (1975, 1982) señaló que los genotipos A188, WF9 y ND203 fueron los más 

efectivos en el proceso completo desde la inducción del callo hasta la obtención de 

plantas a diferencias de los otros genotipos W23 y AG32 que también empleó. 

 

Lu et al (1983) enfatizaron que el genotipo es considerado un factor importante en 

determinar la respuesta in vitro pues en su investigación demuestran que de los 11 

cultivares que emplearon, todos dieron respuestas optimas. 

 

Hodges et al (1986) emplearon siete diferentes tipos de maíces mejorados cruzándolos 

con la variedad A188. Obtuvieron que en la mayoría de las líneas mejoradas, el 

porcentaje de embriones que produjeron plantas fue similar al porcentaje de 

embriones que produjeron callo. Además, de las 25 líneas mejoradas 21 produjeron 

plantas en baja cantidad como otras en alta eficiencia. De las cruzas con A188, 

algunas fueron eficientes en la formación de callo así como la regeneración. Con esos 

resultados, concluyeron que el genotipo es importante en la regeneración de, pues 

señalan que la regeneración se incrementó cuando las líneas mejoradas se cruzaron 

con el genotipo A188. 

 

Tomes y Smith (1985) emplearon las líneas mejoradas B73, 639, 650, B76, 635 y A188. Se 

presento una diferencia entre el genotipo A188 (con mayor respuesta) y B73 (con 
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menor respuesta) muestreada en cuatro diferentes tiempos. Todas las líneas mejoradas 

produjeron embriones inmaduros con respuesta embriogenética después de 14 días 

de cultivo. La línea mejorada 635 y el híbrido (entre 635 y B73) produjeron callo tipo II al 

igual que la línea A188 por su parte, la línea 639 presento una respuesta intermedia y la 

B76 solo produjo callo no embriogénico. 

 

Guerrero-Andrade (1998) empleó una raza de maíz mexicano, el Tuxpeño para la 

transformación genética, comprobando la alta capacidad embriogénica, al inducir y 

proliferar callo tipo II; dicho callo mostró las características propias descritas por Green 

(1982) obteniendo la producción de brotes y raíces. Este trabajo demuestra que no 

sólo las variedades mejoradas tienen capacidad embriogénica pues algunas razas de 

origen mexicano también lo poseen. 

 

e) Agentes osmóticos. 

 

Lu et al (1983) ensayaron diferentes concentraciones de sacarosa (3%, 6% y 12%) en 

maíces híbridos. Los autores resaltan la importancia de la sacarosa en la inducción del 

callo, pues al aumentarse la concentración de ésta (12%) incremento la formación de 

callo embriogénico a diferencia del regulador de crecimiento que no influyo 

demasiado. La formación de callo se dio en el escutelo y la coleorriza como una 

agrupación tisular blanca y opaca. 

 

Para el grupo de Hodges (1986), la concentración mas alta de sacarosa influyó en 

ambos medios que emplearon (MS y N6) induciendo un aumento en la formación de 

callo embriogénico.  

 

Close y Ludeman (1987) probaron el factor osmótico en varias líneas mejoradas de 

maíz. En la mayoría de los genotipos la obtención para la máxima frecuencia en la 

embriogenesis somática se dio con un porcentaje de 9 al 12% de sacarosa. 

 

Emons y Kieft (1995) probaron manitol al 3% en la obtención de callo embriogénico de 

maíz (genotipo 4C1). El callo sin el 3% de manitol logro proliferar pero perdió su 

capacidad para regenerar brotes después de 6 meses y dicha capacidad se 

recuperó cuando se subcultivo en medio con manitol. Para el caso de este genotipo, 

en particular, el manitol es crucial para su posterior regeneración.  
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f) Incubación.  

 

Pese a que no hay demasiados trabajos que explícitamente se refieran a este tópico 

como tal, se tiene que considerar que la incubación es otro factor que interviene en la 

embriogenesis somática del maíz. Para condiciones in vitro, se debe mantener una 

temperatura de 25-28 ± ºC bajo una intensidad lumínica controlada (1.5 W/m²) en un 

fotoperíodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad (Lu et al, 1983). 

 

3.2.2) Genes presentes en la embriogénesis somática de maíz. 
 
Pese a que los mecanismos genéticos y bioquímicos de la embriogénesis somática en 

maíz son poco conocidos, se ha logrado identificar ciertos genes que intervienen en 

este proceso. 

 
Cuadro 1. Genes presentes en la embriogenesis somática de maíz. 

Nombre del 
gen 

Familia Sistema expresado/Localización Referencia 

ZmMADS1 -Callo de maíz tipo II: células centrales 
y periféricas y en estructuras 
globulares en desarrollo. 
-Embrión somático: eje embrionario y 
capas celulares externas. 

ZmMADS3 

MADS box de 
maíz 

-Mismo patrón que el anterior pero en 
menor intensidad. 

Heur et al, 2001 

ZmSERK1 -Callo tipo II: expresión más intensa. 
-Callo tipo I: expresión variable. 
-Embrión somático: nula expresión. 

ZmSERK2 

RKLs 

-Callo tipo I y II así como en embrión 
somático. La expresión es uniforme. 

Baudino et al, 2001 

Kn1 Homeobox -Callo embriogénico: expresión nula. 
-Etapa globular: en el interior del 
embrión. 
-Etapa escutelar: en meristemo 
temprano del embrión. 
-Etapa coleoptilar: en meristemo del 
primordio. 

ZmLEC1 LEC1 -En células tempranamente 
embriogénicas y callo tipo II. 
-Etapa globular: en el embrión 
propiamente. 
-Etapa escutelar y coleoptilar: 
expresión débil.  

Zhang et al, 2002 
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3.3) TIPOS DE CALLOS EN MAÍZ. 

 

El callo embriogénico de maíz ha sido clasificado como tipo I y tipo II. El termino tipo I ha 

sido usado para describir un callo compacto, nodular y embriogénico el cual, prolifera 

como una mezcla de tejido complejo exhibiendo estructuras escutelares que generan 

embriones somáticos. Este callo es blanco y ópaco, dicha apariencia se debe al 

contenido de almidón (Emons y Kieft, 1995). 

 

Del callo tipo I se pueden regenerar plantas pero, a diferencia del tipo II, no puede 

mantener la capacidad regenerativa por un año de tal manera que no puede ser 

propagado por un período de tiempo largo. La regeneración de plantas a partir de este 

tipo de callo se da por la germinación del embrión (Emons y Kieft, 1995). Este callo se 

obtiene de manera relativamente fácil a partir de embriones inmaduros y/o brotes (Fransz 

y Schel, 1990, 1991).  

 

El callo tipo II es friable, embriogénico, de crecimiento rápido con la presencia de 

numerosos embriones somáticos globulares (cuyo desarrollo es muy similar al cigótico) 

adheridos al callo por medio del suspensor; de color blanco amarillento, como fue 

observado por Green y Rhodes (1982), mantiene su capacidad tanto embriogénica como 

regenerativa por periodos largos. El callo tipo II se inicia directamente del escutelo; el callo 

puede proliferar en toda la superficie del escutelo o bien, en otras ocasiones, únicamente 

en pequeños sectores (Emons y Kieft, 1993, 1995). 

 

Desafortunadamente, el callo tipo II tiende a ser iniciado en una baja frecuencia a 

diferencia del callo tipo I, y sólo se ha obtenido la inducción en ciertos genotipos. La 

regeneración de este callo suave y de rápido crecimiento es por vía de embriones 

somáticos nacidos en estructuras conocidas como suspensores (Green, 1983). Se ha 

observado, en general, que los genotipos de zonas templadas son aptos para regenerar 

plantas de manera más fácil que los genotipos tropicales, pues son pocos los que han 

logrado producir callo tipo II y la subsiguiente regeneración a plantas (Prioli y Silva, 1989; 

Bohorova et al, 1995). 
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4) JUSTIFICACIÓN. 
 
En México, la rabia bovina paralítica es una enfermedad producida por el virus de rabia 

transmitido por el murciélago vampiro Desmodus rotundus causando pérdidas 

económicas significativas (Selem y Chab, 1997; Domínguez, 2004). La proteína G de este 

virus ha sido el componente estructural viral mas estudiado (Nakahara et al, 2003), siendo 

responsable de la producción de anticuerpos neutrales a virus (Dietzschold et al, 1990) y 

de estimular las células T del sistema inmune (Gaudin et al, 1992). La producción de una 

vacuna comestible contra esta enfermedad en maíz, ofrecería ventajas económicas, de 

distribución y administración importantes en comparación a una de tipo tradicional 

(Artzen, 1997, Langridge, 2000; Walmsley y Artzen, 2000; Sala et al, 2003; Rigano et al, 2003; 

Twyaman et al, 2003; Warzecha y Mason, 2003 y  Warzecha et al, 2003) además, el hecho 

de que la proteína antigénica (proteína G) se exprese en tejido vegetal, que constituye 

una proporción principal de  la dieta en bovinos, la exenta de tratamientos de calor y 

presión (Daniell et al, 2001), administrándose como una fuente directa de alimento 

(Grando et al, 2005).   
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5) OBJETIVOS. 

 

 

5.1) OBJETIVO GENERAL.  
 

• Obtener plantas transgénicas de maíz a partir de callos embriogénicos co-

bombardeados con el gen de la glicoproteína del virus de la rabia y genes 

reporteros y de selección. 

 

 

5.2) OBJETIVOS PARTICULARES. 

 

• Establecer la inducción de callos embriogénicos de maíz (Zea mays L.) de la raza 

Tuxpeño a partir de embrión inmaduro así como su proliferación y mantenimiento. 

 

• Seleccionar la concentración óptima del herbicida Basta® (glufosinato de amonio) 

por medio de la cinética de crecimiento de callos embriogénicos de maíz en 

medio N6-p con y sin fuentes de nitrógeno reducido para la posterior selección de 

callos transformados. 

 

• Transformar callos embriogénicos de maíz por co-bombardeo con los genes de la 

glicoproteína del virus de la rabia (gen de interés), gus (gen reportero) y bar (gen 

de selección). 

 

• Realizar expresión transitoria, por el método histoquímico de GUS (Jefferson, 1987), 

a callos embriogénicos transformados. 

 

• Seleccionar los callos embriogénicos transformados con la concentración optima 

del herbicida Basta® (glufosinato de amonio) en medio con y sin fuentes de 

nitrógeno reducido. 

 

• Regenerar plantas de maíz establecidas bajo condiciones de invernadero. 

 

• Verificar la inserción del gen de la glicoproteína del virus de rabia por medio de la 

técnica de PCR.  
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6) HIPÓTESIS. 
 
El bombardeo de partículas permite la penetración de ADN exógeno al interior de la 

célula por medio de la introducción de partículas cubiertas con material genético. Si la 

incorporación del ADN exógeno se realiza en callos embriogénicos cuyas células están en 

constante división mitótica y su ADN se encuentra descondensado, entonces se  facilitará 

la inserción del transgen de interés en el genoma nuclear vegetal y se podrá obtener 

plantas transgenicas en las que se exprese dicho transgen. 
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7) MATERIALES Y MÉTODOS.  

La metodología para llevar a cabo el objetivo general se llevó de la siguiente manera. 

 

Desinfección con 
HOClNa 6%+ 
Tween 20 + 
Microdín® 

Maíz Tuxpeño  
15-18 días de 
polinización. 

Inducción de Callo 
Embriogénico en 
medio N6-i con 2 
mg/L de 2,4-D 

Proliferación de Callo 
Embriogénico en 
medio N6-p con 
2mg/L de 2,4-D + 0.1 
mg/L de cinetina  

Mantenimiento de callo 
embriogénico cada 2 
semanas en medio N6-
p.de maíz subcultivado  

 

Callo embriogénico 
de maíz en medio 
N6-p con 3 mg/L de 

Gellan® 

Transformación de callos 
embriogénicos de maíz 
por Biobalística con los 
plásmidos pWR-21/µUBI y 
PGHCNS con pCAMBIA 
3301 (9:1) de acuerdo a 
Guerrero (1998) 

Cinética de 
crecimiento de peso 
fresco de callo de 

maíz en medio N6-p 
con y sin fuentes de 
nitrógeno reducido y  
Basta® (0, 1, 2 y 3 

mg/L) 

Selección de callos co-
bombardeados en medio 
N6-p con fuentes de 

nitrógeno reducido con 3 
mg/L de Basta® 

Expresión transitoria 
24 hrs después del 

co-bombardeo por el 
método histoquímico 
de Jefferson et al  

(1987) 
Regeneración de plantas de maíz a partir de callos 
embriogénicos seleccionados con una disminución 
gradual de los reguladores de crecimiento (2,4-D y 
cinetina) así como  el agente de selección Basta® 

de 3 mg/L a 0 mg/L 

Aclimatización de plantas regeneradas de maíz in vitro  a 
condiciones de Invernadero  

Identificación de la Glicoproteína del virus de rabia por la técnica 
de PCR 

 Hibridación de los productos de PCR con la sonda de la proteína G 
del virus la rabia  

Comparación de secuencias de las muestras de maíz transgénico con la Vnukovo-
32 por el programa BLAST 
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7.1 Material  biológico. 

Se utilizaron embriones inmaduros de maíz (Zea mays L. raza tuxpeño) de 15 a  18 días 

después de la polinización, proporcionados por el Instituto Nacional de Investigaciones 

Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) del Campo Experimental “Zacatepec”. 

 

7.2 Preparación de medios de cultivo. 

Los medios de cultivo de inducción y proliferación se prepararon a partir de soluciones 

concentradas 100 X de sales inorgánicas del medio N6-i y N6-p (Chu et al, 1975); 

suplementado con 30 gL-1 de sacarosa (Research Organic; Ohio, USA) como fuente de 

carbono, caseína hidrolizada (Phytotechnology Lab; KS, USA)  200 mgL-1, L-prolina 

(Research Organic; Ohio, USA) 2.76 gL-1 y adenina sulfatada (Sigma Chemical; MO, 

USA) así como una mezcla de aminoácidos y vitaminas (patente en trámite). Como 

reguladores de crecimiento se utilizó la auxina 2,4-D (Sigma Chemical; MO, USA) a una 

concentración de 2 mgL-1 para el medio de inducción (N6-i) y proliferación (N6-p). En el 

caso de éste último medio, se mantuvo la misma concentración pero, demás, se le 

adicionó cinetina (Sigma Chemical; MO, USA) a una concentración de 0.1 mgL-1. El pH 

se ajustó antes de la esterilización con hidróxido de sodio (NaOH) (J. T. Baker, Edo. de 

México, México) 1 N ó ácido clorhídrico (HCl) (J. T. Baker, Edo. de México, México) 1 N 

a 5.7; como agente gelificante se utilizó  2.7 gL-1 de gellan (Research Organic; Ohio, 

USA). Finalmente los medios se esterilizaron en autoclave vertical a una presión de 1.3 

Kg/cm2 y/o 18 Ib/pulg.2 durante 18 minutos.   

 

7.3 Método de esterilización.   

 

1. Las mazorcas se dividieron en fragmentos de 6 a 8 cm eliminándose los extremos      

tanto superior como inferior. 

 
2. Los fragmentos se colocaron en alcohol al 70% durante 1 minuto. 
 
3. Transcurrido este tiempo se enjuagaron 4 veces con agua desionizada estéril. 
 
4. Posteriormente se colocaron en una mezcla desinfectante que consistió de 

hipoclorito de sodio (blanqueador comercial con 6% de ingrediente activo) al 50% 

(v/v) mas 5 gotas de un detergente suave (Tween-20) (Research Organic; Ohio, USA) 

mas 15 gotas de una solución coloidal de plata (Microdín®) por cada 250 ml, 

respectivamente. 

 
5. Los fragmentos se mantuvieron en dicha mezcla durante 15 minutos en agitación 

constante. 
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6. Finalmente, se realizaron 4 enjuagues de 4 minutos cada uno con agua desionizada 

estéril. 

 
 
 
7.4 Inducción de callo embriogénico de maíz. 
 
A partir de los fragmentos de la mazorca desinfectadas se disectaron los embriones 

inmaduros  inoculándo frascos de alimento infantil con 30 ml de medio nutritivo N6-

inducción. Los embriones se colocaron con el eje embrionario en contacto al medio y 

se mantuvieron durante dos semanas en un cuarto de incubación con ambiente 

controlado  en condiciones de oscuridad a una temperatura de 25 ±  2 0 C.  

 
 
7.5 Proliferación de callo embriogénico y mantenimiento. 
 
Los callos se proliferaron en el medio de cultivo N6 al cual se le agregó 0.1 mgL-1 de 

cinetina (Sigma Chemical; MO, USA).  En la auxina al igual que los otros componentes 

no se cambiaron  y se realizaron dos subcultivos. En el primero se eliminó tanto el tejido 

madre como el oxidado y en el segundo únicamente el callo que presentara 

oxidación. Los subcultivos se realizaron cada dos semanas.  

 
Para el mantenimiento del callo embriogénico, éste se subcultivó cada dos semanas 

en medio N6 de proliferación en condiciones de oscuridad y temperatura controlada. 

 
7.6 Cinética de crecimiento de callo embriogénico de maíz en presencia del herbicida 
Basta®. 
 
Se realizaron dos ensayos con y sin fuentes de nitrógeno reducido en presencia de 

cuatro concentraciones de Basta®. 

 
Ensayo 1. 
 
1. Se preparó 800 ml de medio N6-p conservando la cantidad de adenina y la mezcla 

de aminoácidos y vitaminas los cuales constituyeron las fuentes de nitrógeno reducido 

(de acuerdo a lo especificado en el apartado 7.2 de esta sección). 

 
2. El medio se dividió en cuatro recipientes correspondiéndoles la cantidad de 200 ml a 

cada uno y se esterilizó de acuerdo al apartado 7.2 de esta sección. 

 
3. A cada recipiente, en condiciones de esterilidad, se le adicionó una cantidad 

específica de glufosinato de amonio (ingrediente activo del Basta®) (Sigma-Aldrich; 

Frt, Gm) y se designó a cada tratamiento como a continuación se especifica: 
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TI TII TIII TIV 
0 mg/L 1 mg/L 2 mg/L 3 mg/L 

 
4. Cada uno de los 200 ml de medio mas su respectiva concentración de Basta®, se 

repartieron en 10 frascos de vidrio estériles con 20 ml del medio cada uno 

constituyendo cada frasco una repetición. 

 
5. Se inoculó cada frasco con 1 g de callo embriogénico de maíz. 
 
6. Se registró el peso fresco de 5 frascos de cada uno de los tratamientos cada tercer 

día durante 3 semanas.  

 
Ensayo 2. 
 
1. Se preparó 800 ml de medio N6-p sustituyendo la  adenina por glicina y la mezcla de 

aminoácidos y vitaminas por vitaminas R2 (ver anexo) con lo cual se suprimieron las 

fuentes de nitrógeno reducido. 

 
2. El medio se dividió en cuatro recipientes correspondiéndoles la cantidad de 200 ml a 

cada uno y se esterilizó de acuerdo al apartado 7.2 de esta sección. 

 
3. A cada recipiente, en condiciones de esterilidad, se le adicionó una cantidad 

específica de glufosinato de amonio (Sigma-Aldrich; Frt, Gm) (ingrediente activo del 

Basta®) y se designó a cada tratamiento como a continuación se especifica: 

 
T1 T2 T3 T4 

0 mg/L 1 mg/L 2 mg/L 3 mg/L 
 
4. Cada uno de los 200 ml de medio mas su respectiva concentración de Basta®, se 

repartieron en 10 frascos de vidrio estériles con 20 ml del medio cada uno 

constituyendo cada frasco una repetición. 

 
5. Se inoculó cada frasco con 1 g de callo embriogénico de maíz. 
 
6. Se registró, simultáneamente con el ensayo 1, el peso fresco de 5 frascos de cada 

uno de los tratamientos cada tercer día durante 3 semanas para determinar la 

concentración perjudicial de herbicida en la cual, se disminuye el crecimiento de los 

callos.  

 
7. Cuando finalizó el período de las tres semanas, los resultados de este ensayo se 

compararon con los obtenidos en el  ensayo 1 para determinar la concentración 

perjudicial de herbicida en la cual, se disminuye el crecimiento de los callos y la 

ganancia de peso fresco en ambos.  
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7.7 Material biológico 

 

Para la transformación se utilizaron dos plásmidos: pWR-21/pUBI con el gen de la 

proteína “G” del virus de rabia bajo el promotor Ubiquitina y el terminador 35S; el 

plásmido PGHCNS que contiene el mismo promotor, gen y terminador pero, 

adicionalmente, con una región de adherencia a membrana conocida como MARS y 

el plásmido pCAMBIA 3301 con el gen de selección bar que codifica para la enzima 

fosfinotricina acetiltransferasa de resistencia al herbicida Basta® y el gen gus que 

codifica para la enzima β-glucoronidasa (ver figura A en anexo). La construcción de 

los tres plásmidos se realizó en el Laboratorio de Plantas Tropicales y Salud Humana del 

Departamento de Ingeniería  Genética del Centro de Investigación y Estudios 

Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV) Unidad Irapuato  

proporcionados por el Dr. Miguel Ángel Gómez Lim. 

 
7.8 Co-bombardeo de callos embriogénicos de maíz con pistola de baja presión. 

 

1. La preparación de partículas de tungsteno así como la adsorción del ADN a las 

micropartículas se realizó de acuerdo al protocolo establecido por Guerrero-Andrade, 

1998 (ver anexo) con mezclas equimolares (9:1) de los plámidos: pWR-21/UBI, PGHCNS-

MARS y pCAMBIA 3301. 

  
2. Se tomaron callos embriogénicos de 12 días después del subcultivo, los cuales fueron 

colocados un día antes en cajas Petri de 50 mm x 17 mm con 10 ml de medio N6-p 

gelificados con 3.0 mg L-1 de Gellan MR.  

 

3. Se colocó una porción extendida de 1 g de callo embriogénico de 1 cm de 

diámetro (una capa de aproximadamente de 3 mm de espesor) en el centro de la 

caja de Petri.  

 
4. Se tomaron 5 µl de la solución de las partículas cubiertas con el DNA plasmídico 

(adsorción) y se colocaron en el centro del filtro de bombardeo.  

 
5. El bombardeo se llevó a cabo con una presión de helio de 120 psi a una distancia 

de 13 cm entre el filtro y el tejido blanco, en un vacío de -20-22 in de Hg. 

 
6. Una vez bombardeados los callos se sellaron las cajas Petri y se mantuvieron en 

incubación a temperatura controlada de 25 ± 1 0C y fotoperiodo de 16 horas luz (29 

µem/s²) y 8 horas oscuridad.  
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7.9 Expresión transitoria. 
 
Dos días después del bombardeo (24 horas) se eligieron al azar  unos callos 

combombardeados con la mezcla de plásmidos así como de los controles negativo y 

positivo, para realizarles la prueba de expresión transitoria por el método histoquímico 

de la determinación de la actividad de la β-glucoronidasa (Jefferson et al, 1987).  

 
La expresión transitoria se realizó de la siguiente manera: 
 
1. Se colocaron los callos bombardeados en la solución de X-gluc (Phytotechnology 

Lab; KS, USA) (ver anexo)  y se incubaron a 25 oC por un periodo de 12 a 16 horas. 

 

2. Se desechó esta solución y se lavaron los callos 2 veces con Buffer “Z”  (ver anexo) 

pH 7.4. 

 

3. Después, se lavaron con etanol (Merck; Edo. de México, México) al 70% 4 veces.  

 

4. La clorofila se eliminó con una mezcla de acetona-metanol Merck; Edo. de México, 

México (1:3) lavándose con esta solución los tejidos el tiempo necesario haciendo 

varios cambios de la mezcla. 

 

5. Después de que se observó el color azul, producto de la reacción, el tejido se lavó 4 

veces con Buffer “Z”. 

 

6. Finalmente, los tejidos se conservaron en glicerol al 50% y se almacenaron a 4 0C.   

 

 

7.10 Selección positiva de callos transformados con glufosinato de amonio (Basta®). 

 
1. Los callos cobombardeados permanecieron en el medio N6-p gelificado con 3.0 mg 

L-1 de Gellan MR  durante una semana. 

  
2. Una vez transcurrido este período, fueron colocados en medio de selección, el cual 

consistió de medio N6- p (ver Anexo) + 3 mg L-1 de Basta® (glufosinato de amonio)  

para la selección de las células transformadas. 

 
3. Los callos se subcultivaron cada dos semanas y se mantuvieron en incubación a 

temperatura controlada de 25 ±  2 0 C y fotoperiodo de 16 hrs luz (29 µem/s²) y 8 hrs 

oscuridad. 
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4. Los callos permanecieron en selección en las condiciones antes descritas, durante 

tres meses. 

 
 
7.11 Regeneración y aclimatización de plantas de maíz a partir de callos 
embriogénicos co-bombardeados. 
 
1. Para la regeneración de plantas, los callos se subcultivaron en medio N6-p mas 3 

mg/L de Basta® pero con la concentración de la auxina sintética 2,4-D y la citocinina 

cinetina a la mitad. Las condiciones de fotoperiodo y temperatura permanecieron 

igual. 

 
2. En el siguiente subcultivo se mantuvo las condiciones antes descritas. 
 
3. En el caso del tercer subcultivo, se omitió por completo ambos reguladores de 

crecimiento manteniendo la misma concentración del agente de selección. 

 
4. La supresión de 2,4-D y cinetina se mantuvo en el cuarto subcultivo y la 

concentración del agente de selección Basta® se disminuyó a la mitad, es decir, a 1.5 

mg/L. En esta etapa se realizó la separación de las plantas con medidas de 4-6 cm del 

resto del callo. 

 
5. Las plantas de 10-12 cm se mantuvieron en medio N6-p sin reguladores de 

crecimiento y sin Basta® y se procedió a individualizarlas de entre ellas mismas con el 

objeto de permitir el desarrollo de raíces. 

 
6. Las plantas de maíz con un sistema radicular vigoroso se transfirieron a una mezcla 

de sustratos (previamente esterilizados) de acuerdo a la siguiente relación tierra de 

hoja y peat moss 1:1.  

 
7. Con guantes en ambas manos, se sacaron con cuidado las plantas de los 

recipientes de vidrio y se procedió a quitarles el exceso de medio de cultivo. 

 
8. Las plantas se sumergieron en agua desionizada estéril para removiendo el medio 

de cultivo restante así como hojas y raíces viejos. 

 

9. El sustrato se perforó de tal manera que el hoyo hecho permitió que las raíces 

quedaran a una profundidad adecuada. 

 
10. Se aseguró la fijación de las plantas. 
 
11. Cuando se llegó al cupo de la charola, se rocío el sustrato con agua. 
 
12. Las charolas se introdujeron a una cámara de aclimatización durante 4 meses. 
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13. Cuando finalizó el período en la cámara de aclimatización, las plantas se 

transfirieron a macetas con tierra de hoja y permanecieron en invernadero hasta su 

etapa reproductiva. 

 
 
7.12 Identificación del transgen de interés por PCR. 
 
1. Se colectaron y pulverizaron muestras de tejido a partir de plantas en invernadero 

(ver anexo) y se extrajo ADN total de acuerdo al protocolo establecido en el 

laboratorio 15 de Plantas Tropicales y Salud Humana del Departamento de Ingeniería  

Genética del Centro de Investigación y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico 

Nacional Unidad Irapuato (ver anexo). 

 

2. Para la amplificación del transgen de interés se emplearon las siguientes 

condiciones: 

 
Reactivo Concentración stock  Concentración final 1X 
Buffer PCR  10x 5 µl  
dNTPs  10 mM  1 µl  
MgCl2  50 mM  1.5 µl    
Mix Oligos 10 µM de c/u  1.5 µl  
Taq. Pol.    20 unidades 2.5 unidades  
ADN  3 mg 500 ng  
H2O cbp  5 ml 50 µl  
 
 
3. Los oligonucleótidos que se emplearon para la amplificación de un fragmento de 

1492 pb del gen de la proteína G del virus de rabia. 

 
Gen Longitud (pb) Secuencia 

Sentido (35-55)  CCCCTTCTGGTTTTTCCATT  Proteína “G” del virus de 
rabia. Antisentido (1507-

1527)  
ACGTTTGGGGAGTGACTGAC  

 
 
4. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 
 

Pasos Temperatura Tiempo Número de ciclos 
Desnaturalización 
previa 

95 ˚ C 72  min 1 

Desnaturalización 95 ˚C 1min 10 seg 
Alineamiento 61.9 ˚C 1min 30 seg 
Extensión 72 ˚C 1 min 30 seg 

 
35 

Extensión adicional 72  ˚C 10 min 1 
 
 
5. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1% a 60 volts durante 20 minutos. 
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7.13 Hibridación de membrana de los productos de PCR con sonda radiomarcada con 
32P. 
 
1. La sonda  se preparó y purificó previamente (ver anexo) y el marcaje se llevó a 

cabo de acuerdo al protocolo de Redprime II Random Prime Labelling Systems 

(Amersham Biosciences, 1998). 

 
2. Se precalentó el buffer de hibridación a 65 0C. 

 
3. La hoja de nylon se sumergió en el buffer de hibridación y se  pre-hibridizó con 

agitación a una temperatura apropiada durante 15 minutos. 

 
4. Para la preparación de  random primed, se desnaturalizó la sonda a una 

temperatura de 95-100  0C durante 2-5 minutos y colocó inmediatamente en hielo. 

 
5. Se adicionó suficiente volumen de la sonda al buffer de hibridación para llevar a 

cabo la concentración final de la sonda recomendada* y se mezcló 

homogéneamente hasta asegurar una distribución uniforme de la sonda. 

 
6. La membrana se dejó en agitación constante durante 1 a 2 horas y media a 65 0C 

para llevar a cabo la hibridación. 

 
7. Una vez transcurrido el período de hibridación, se lavó la membrana de nylon en las 

siguientes condiciones: 

 
-50 ml de SSC 5x, 0.1% (w/v) de SDS a temperatura ambiente durante 20 minutos. 
-50 ml de SSC 1x , 0.1% (w/v) de SDS a 65 0C durante 15 minutos. 
-50 ml de SSC 0.1x , 0.1% (w/v) de SDS a 65 0C durante 15 minutos. 
 
8. La membrana de nylon se colocó en un cassette para autoradiografía en contacto 

con papel película para rayos X. 

  
9. El cassette de autoradiografía se mantuvo en congelación a – 70 ˚C durante 48 

horas. 

 
10. Se reveló la membrana en un equipo Kodak BioMax.   
 
 
 
 

 
  
  



8) RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

 

Inducción de callos embriogénicos de maíz.

 

Los callos embriogénicos de maíz se indujeron con éxito en un 90% y sin presentar 

contaminación a partir de embriones inmaduros de la raza Tuxpeño en medio N6-i 

siguiendo el protocolo establecido por Guerrero-Andrade (1998). El uso de embriones 

inmaduros ha sido de gran utilidad tanto en pastos (Gamborg et al, 1970) como cereales: 

Panicum (Lu y Vasil, 1981), trigo (Ozias-Akins y Vasil, 1982) y maíz (Green y Rhodes, 1982; 

Green y Armstrong, 1985), en todos los casos, el 2,4-D ha demostrado ser un regulador de 

crecimiento potente para estimular la expresión de totipotencia en cultivos primarios y 

subsecuentes de la familia gramíneas.  

 

Este factor ha sido reconocido en cultivos embriogénicos de centeno (Deambrogio y Dale, 

1980, citados por Vasil, I., 1994), maíz (Green, 1982; Beckert, 1982; Vasil et al, 1984 y Torne et 

al, 1990) y arroz (Bajaj y Bidani, 1980). De todos los reguladores de crecimiento, el 2,4-D ha 

resultado ser de gran utilidad siendo empleado en el 57.1% de los cultivos embriogénicos 

exitosos (Vasil y Vasil, 1980); aunque altas concentraciones de 2,4-D no son necesarias 

para inducir la embriogenesis somática, sí lo son para preservar la naturaleza 

desdiferenciada del cultivo (Emons y Kieft, 1995). 

 

El 2,4-D es una auxina sintética que actúa sobre las peroxidasas de la pared celular 

ocasionando que pierdan su dirección de división, de esta manera, estimula la 

organización de las células para formar brotes o embriones (Miesfeld, 1999). En el caso 

particular de maíz se han descrito los cambios presentes en el embrión. Las células del 

escutelo comienzan a tener actividad de proliferación, el número de organelos se 

incrementan y se presentan cambios morfológicos vacuolares y nucleares. Esta reacción 

se le llama de choque y se presenta en las primeras 24 horas de estar las células en 

exposición con el regulador de crecimiento. Después de esta respuesta, se presenta una 

segunda donde se da inicio a la inducción del callo; a esta etapa se le designa como 

respuesta de crecimiento siendo tanto la primera como esta segunda dependientes de la 

presencia del 24-D caracterizándose por la actividad mitótica en células sensibles a este 

regulador de crecimiento (Broseman et al, 1997). 
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Las condiciones empleadas para la obtención de callo embriogénico fueron similares a 

las establecidas por Green y Phillips (1975) en cuanto a la edad del explante y la posición 

del mismo. Particularmente, la orientación del embrión permitió la proliferación extensiva 

del escutelo y minimizó la germinación (Green y Rhodes, 1983). 

 

La formación del callo se dio en áreas localizadas en toda la superficie del escutelo 

presentándose al término de la primera semana de incubación en medio N6-i (figura 1). 

Este resultado es similar a lo citado por Collins y Grosser (1984) ya que estos autores 

señalan que en algunas especies de gramíneas, el callo se puede formar sobre la 

superficie entera del escutelo. 

 

                                                                       

escutelo 

A

Callo 
embriogénico 

B

                   Fig. 1. Formación de callo embriogénico en el escutelo del embrión. 
                      A. Vista lateral y B. Acercamiento. 
                    

 

Proliferación del callo embriogénico y mantenimiento. 

 

Una vez que se observó la presencia de callo embriogénico en toda la superficie del 

escutelo (aproximadamente al termino de la segunda semana), éste se transfirió, 

separándose el tejido madre (restos del escutelo) a medio de proliferación N6-p fresco (de 

acuerdo a Guerrero-Andrade, 1998) suplementado con la misma cantidad de la auxina 

2,4-D y adicionado con 0.1 mg/L de la citosina cinetina lográndose la proliferación. Se ha 

enfatizado que la combinación de 2,4-D con una citosina estimula la proliferación de 

callo embriogénico a que si se empleara únicamente 2,4-D (Ammirato, 1983). 

 

Los callos obtenidos presentaron una consistencia friable (disgregable), textura granular y 

color de blanco a amarillento (figura 2) características típicas del callo tipo II de maíz 

(Green, 1982). Como describen varios autores, el callo tipo II es suave, friable, con tasas de 
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crecimiento rápido y puede mantener su capacidad embriogénica durante largos 

períodos (Lu et al, 1982; Emons y Kieft, 1995).  

 

                                               
                                          Fig. 2. Callo embriogénico de maíz exhibiendo 
                                                las típicas características de tipo II. 
 

 

Los callos embriogénicos obtenidos mostraron ser altamente desdiferenciados, con poca 

organización a simple vista y un alto índice de crecimiento, siendo necesario el subcultivo 

cada dos semanas a medio fresco N6-p. Estas características son similares a lo observado  

por Green (1982). En el transcurso de los subcultivos se logró observar los proembriones en 

la parte superficial del callo (figura 3), en aparte a la acción de la cinetina, pues las 

citocininas están involucradas en la iniciación y desarrollo del embrión (Ammirato, 1983) y 

se ha enfatizado que cinetina es efectiva para mantener el potencial de formación de 

embriones en medio de cultivo sólido por grandes períodos (Halperin, 1966) y ser la 

responsable de inducir embriones en cultivo de centeno (Hu y Wang, 1986). 

 

                                                    

 

 

 

 

 

 

   

                                                
                                                 Fig. 3. Callo embriogénico de maíz con  
                                                       embriones en etapa globular en la superficie. 
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Cinética de crecimiento de callo embriogénico de maíz en presencia del herbicida 

Basta®.

 

Se compararon las cinéticas de crecimiento de callos embriogénicos de maíz en 

presencia o ausencia de fuentes de nitrógeno reducido en cuatro concentraciones del 

herbicida Basta®. En la gráficas 1 (con fuentes de nitrógeno reducido) y 2 (sin fuentes de 

nitrógeno reducido) se observa que la etapa exponencial en los tratamientos testigos TI y 

T1 (0 mg/L de Basta®) se presenta a partir del día 3 manteniendo un crecimiento 

constante y el punto de máximo incremento de peso fresco en TI (gráfica 1) se da en el 

día 20; para T1 (gráfica 2) se presenta el día 18. Después de ese día se observa, en ambas 

graficas, una etapa de desaceleración teniendo su punto de menor incremento el día 22. 

 

      

T_I (0 mg/L)
T_II (1 mg/L)
T_III (2 mg/L)
T_IV (3 mg/L)

CINÉTICA DE CRECIMIENTO DE PESO FRESCO DE
CALLOS DE MAÍZ CRECIDOS EN PRESENCIA DE FUENTES DE NITRÓGENO

Y BAJO TRES DIFERENTES CONCENTRACIONES DE UN HERBICIDA (BASTA)
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    Gráfica 1. Cinética de crecimiento de peso fresco de callos embriogénicos crecidos en cuatro 
     diferentes concentraciones de Basta® con fuentes de nitrógeno reducido.  
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T_1 (0mg/L)
T_2 (1mg/L)
T_3 (2mg/L)
T_4 (3mg/L)

CINETICA DE CRECIMIENTO DE PESO FRESCO DE CALLOS
DE MAIZ CRECIDOS EN AUSENCIA DE FUENTES DE 

NITROGENO Y BAJO TRES DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE UN HERBICIDA (BASTA)
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 Gráfica 2. Cinética de crecimiento de peso fresco de callos embriogénicos crecidos en cuatro 
 diferentes concentraciones de Basta® sin fuentes de nitrógeno reducido.  
        
 

Si bien, las dos cinéticas presentan el aumento mayor de peso fresco, con respecto a los 

tratamientos restantes, entre éstas se pueden apreciar diferencias: la etapa de 

desaceleración es mas pronunciada y el crecimiento menor a lo largo del tiempo en T1 

(gráfica 2) con respecto a TI (gráfica 1); lo mismo se exhibe en el punto de incremento 

mayor, pues TI presenta un peso de 3 g mientras que en T1 es menor a 2.5 g y la oxidación 

se manifiesta de manera más temprana en este último (figura 4). Esto posiblemente se 

deba a la presencia de fuentes de nitrógeno reducido que están favoreciendo el 

crecimiento del callo en el testigo TI.  

 

                                                    

BA

                                                Fig. 4. Comparación entre controles negativos. 
                                                      Se aprecia que el crecimiento es mayor y la oxi- 
                                                      dación menor en A. (TI) a diferencia de B. (T1). 
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El nitrógeno reducido interviene, además del nitrato, tanto en la iniciación como 

maduración de los embriones y ayuda a que el crecimiento sea establecido. La fuente de 

nitrógeno reducido puede estar en la forma de un complejo, una mezcla de aminoácidos 

o un simple aminoácido como L-glutamina o L-alanina (Hodges et al, 1986). 

 

En los tratamientos TII y T2 (1 mg/L de Basta®) se aprecia un incremento de peso fresco en 

los primeros días (día 3 al 10) siendo ligeramente mayor en este último (gráfica 2) con 

respecto a su testigo y homólogo. El punto de mayor incremento de peso fresco para TII 

tuvo lugar el día 22 (gráfica 1) y para T2 el día 18 (gráfica 2) y su punto de menor 

incremento para este mismo tratamiento se presento el día 22 y para TII el día 18. Si se 

comparan los tratamientos TI y T1 con TII y T2, estos últimos manifiestan un crecimiento 

menor; este comportamiento se debe a la presencia de Basta®, el cual, esta afectando 

su metabolismo aún cuando la concentración sea la más baja. 

 

El glufosinato de amonio (Basta®) es un compuesto sintético que proviene de la 

fosfinotricina (obtenida a partir del bialafos producido por Streptomyces hygroscopicus). 

La fosfinotricina (PPT) es un tripéptido conformado por un análogo del ácido L-glutámico y 

dos residuos de alanina. El PPT es comercializado como un herbicida no selectivo por 

Hoeschts como glufosinato de amonio (Lea, 1991). 

 

El PPT es un potente inhibidor de la glutamina sintasa (GS); esta enzima juega un papel 

importante en la asimilación de amonio y la regulación del metabolismo del nitrógeno en 

las plantas y es la única enzima que puede desintoxificar el amonio liberado producido 

por la reduccion al nitrato, degradación de aminoácidos y fotorespiración (De Block et al, 

1987). 

 

Para en tratamiento TIII (gráfica 1) y T3 (gráfica 2) con 2 mg/L de Basta®, el día con mayor 

crecimiento para el primero se presenta el 18 y para el segundo el día 12. Los puntos de 

menor peso fresco se dan el día 20 tanto para TIII como para T3 manteniéndose de la 

misma manera hasta el día 22. El peso fresco es menor en ambos tratamientos con 

respecto a TII y T2 y mucho menor si se comparan con sus testigos respectivamente (TI y T1) 

mostrando una relación inversamente proporcional, es decir, a mayor concentración de 

Basta® menor peso fresco. 
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En el caso del tratamiento TIV con 3 mg/L de Basta® (gráfica 1) se observa el punto de 

mayor peso fresco el día 17 y para T4 el día 13 (gráfica 2). Ambas cinéticas coinciden en 

el día 22 como el punto con menor peso fresco. Al comparar, individualmente, TI, TII y TIII 

contra TIV (gráfica 1) se aprecia que en este último tratamiento el callo embriogénico de 

maíz esta más dañado. Este mismo patrón se manifiesta en la gráfica 2, ya que TIV y T4 

tienen la más alta concentración del herbicida. Cabe mencionar que, estadísticamente, 

hubo diferencias significativas dentro de los tratamientos así como entre ellos, pero el 

resultado obtenido en TIV y T4 indica que esta concentración de Basta® es la mas 

perjudicial, pues afectó de manera significativa el incremento de peso fresco (ANOVA 

con una p=0.05; ver anexo). 

 

Si se compara exclusivamente TIV con T4 (gráficas 1 y 2) se observa que, el primero 

presenta un peso fresco superior al segundo (1.5 g y 1 g respectivamente) pese a que 

ambos tienen la misma concentración del herbicida; esta diferencia puede ser debida a 

la presencia de fuentes de nitrógeno reducido (que es la única diferencia) y que esté 

contribuyendo a favorecer el crecimiento en TIV pese a la presencia de Basta®; por 

consiguiente se estableció que la selección de callos embriogénicos de maíz sería con 3 

mg/L de Basta® con fuentes de nitrógeno reducido. 

 

El tratamiento en Sinapsis alba con PPT causó un decremento rápido en los niveles de 

glutamato, glutamina, aspartato, asparagina, glicina y serina (Malcom et al, 1993). 

Además, Lea (1991) encontró que la eliminación de la glutamina causada por el 

glufosinato seria la causa primaria del cese de la fotosíntesis. Simultáneamente, 

tratamientos con glufosinato y glutamina resultaron en un efecto reducido del herbicida 

en la fotosíntesis a pesar de los altos niveles de amonio, de tal manera que la glutamina 

parece disminuir la toxicidad del amonio acumulado. 

 

Ganancia de peso fresco.

 

Respecto a la ganancia, se puede observar en la gráfica 3, el tratamiento control TI 

presenta la mayor ganancia de peso fresco en el día 2, en cambio el T1 lo exhibe el día 6 

(gráfica 4). El punto de menor ganancia para T1 se da en el día 20 (hasta el 22) 

coincidiendo con el punto de menor peso fresco en la cinética (gráfica 2), mientras que 

en TI no hay perdidas a los largo del tiempo debido, posiblemente, a la aportación de 

aminoácidos y vitaminas del cóctel 20. 
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          Gráfica 3. Ganancia de peso fresco de callos embriogénicos de maíz con fuentes de  
             Nitrógeno reducido. 
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          Gráfica 4. Ganancia de peso fresco de callos embriogénicos de maíz sin fuentes de  
             Nitrógeno reducido. 
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El nitrógeno reducido juega un papel importante en el desarrollo de las células 

determinadas embriogénicamente en medio con 2,4-D, facilitando la proliferación y 

mantenimiento del callo tipo II (Ammirato, 1983). Se ha observado que la glutamina y 

glutamato son parcial o completamente exitosos en reemplazar el amonio. Kamada y 

Harada (1979a) observaron el efecto de varios aminoácidos en presencia de 2,4-D y 20 

mM de nitrato de potasio; el efecto del nitrógeno de los aminoácidos se vio reflejado 

directamente en el desarrollo de células determinadas embriogénicamente. 

 

Se observó el mismo punto de máxima ganancia de peso fresco tanto para TII (gráfica 3) 

como T2 (gráfica 4) en el día 2, mientras que el de menor ganancia se presenta en el día 

16 para TII y en día 20 para T2. Comparando T2 con TII, en éste primero se observa que las 

áreas necrosadas (muerte celular) son mas evidentes (figura 5) y la ganancia en general 

menor. Como se mencionó anteriormente, el herbicida Basta® actúa en las plantas 

bloqueando la ruta de asimilación del nitrógeno (nitratos) y amonio provocando 

intoxicación y, por lo tanto, muerte celular (Arteaca, 1996). 

                                          

                                          
                                     Fig. 5. Comparación entre tratamientos homólogos. 
                                             Se aprecia que el crecimiento en T2 es menor a TII. 
 

 

En el caso de los tratamientos TIII-T3 y TIV-T4 coinciden en el día 2 como el punto de mayor 

ganancia de peso fresco (gráficas 3 y 4). En referencia al punto de menor ganancia, TIII 

(gráfica 3) en el día 16 y T3 en el día 22 (gráfica 4). Para el caso de TIV y T4, también 

presentaron en el día 22 como el punto de mínima ganancia. Al igual que en el 

tratamiento anterior, se observa el mismo comportamiento, pues TIII y TIV presentan mayor 

ganancia y menor oxidación que T3 y T4 (figura 6). 
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                 Fig. 6. Comparación entre tratamientos homólogos. Tanto TIII como TIV  
                   presentan menos daño y oxidación que T3 y T4 respectivamente. 
    

 

Cabe señalar que el mismo comportamiento global presente en las cinéticas de 

crecimiento (gráficas 1 y 2) prevalece, de la misma manera, entre las ganancias (gráficas 

3 y 4), pues a nivel general, la menor ganancia de peso fresco se presentó en TIV y T4 en 

comparación a los demás tratamientos (respectivamente) y de entre ellos, TIV (gráfica 3) 

presenta menor pérdida en cuanto a cantidad de peso fresco así como en numero de 

días que T4 (gráfica 4) reflejándose también en el aspecto morfológico (figura 7). 

                                                   

 

                                              
                                          Fig. 7. Comparación entre TIV y T4 en el día 22. 
                                               Se observa una completa oxidación y muerte 
                                               celular en el callo T4. 
 

 

La comparación entre el ensayo con fuentes de nitrógeno reducido y en ensayo carente 

de éstas, sugieren de manera general, que los callos menos afectadas (gráfica 1 y 3) 

están empleando a los aminoácidos del cóctel 20 como una ruta alternativa de nitrógeno. 

 

El cóctel 20 consiste de una mezcla de aminoácidos y vitaminas que incluye la L-

glutamina, L-asparagina y el ácido glutámico. Hu y Wang (1986) concluyeron que la 
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glutamina fue la más efectiva en la inducción del crecimiento del embrión in vitro y la 

asparagina, también, fue efectiva en Datura. Posiblemente por ello, el cóctel 20 al 

contener esos aminoácidos favorece el crecimiento de los callos embriogénicos y el 

desarrollo de embriones somáticos. 

 

Aunado a lo anterior, Kamada y Harada (1979a; 1979b) demostraron que de todos los 

aminoácidos, la L-glutamina parece jugar un papel especial, pues este aminoácido fue el 

que más rápido produjo embriones somáticos en zanahoria mientras que la a-alanina fue 

más efectiva en incrementar la frecuencia de desarrollo del embrión. Además, glutamato, 

prolina, arginina y una combinación de los dos últimos aminoácidos han demostrado que 

proporcionan una reducción de los efectos adversos en el crecimiento del callo de arroz 

por parte del glufosinato (Manderscheid y Wild, 1986). 

 

Por último, la bibliografía menciona que las fuentes de nitrógeno importantes para las 

plantas son los nitritos, nitratos y el amonio, las cuales son fuentes principales e inmediatas 

considerándoseles como inorgánicas. En el caso de los aminoácidos, estos constituyen 

también una fuente de nitrógeno pero de tipo orgánico, el cual es utilizado por las plantas 

para su crecimiento puesto que suministran una aportación de nitrógeno aprovechable 

para que se lleve a cabo dicho proceso de crecimiento en las plantas (Devlin, 1982). Por 

todo lo anterior, es entendible la diferencia mostrada entre los callos embriogénicos de 

maíz crecidos en ausencia de cóctel 20. 

 

Cobombardeo de callos embriogénicos de maíz con pistola de baja presión.

 

Debido a las dificultades que aún presentan los protocolos para transformar maíz con 

Agrobacterium se decidió emplear la biobalística para lograr el objetivo general de 

introducir el gen de la proteína G del virus de rabia empleando el protocolo de 

cobombardeo establecido por Guerrero-Andrade (1998). 

 

Se eligió el grosor de 3 mm de la capa de callo embriogénico a bombardearse debido a 

que algunos estudios han mostrado que el ADN adsorbido en los microproyectiles 

generalmente penetran sólo las primeras dos capas celulares (Kausch et al, 1995). 

Guerrero-Andrade (1998), obtuvo la regeneración de plántulas de maíz transgenicas bajos 

estas condiciones. 
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Los embriones inmaduros han sido de los explantes mas usados comúnmente para la 

regeneración de plantas en cereales por ser un sistema particularmente útil para la bio 

balística y la producción de plantas transgénicas (Vasil, 1994). La elección de callo 

embriogénico tipo II de maíz que se empleo en este trabajo obedeció a las siguientes 

razones: este tipo de callo es suave y prolifera en un alto índice más que el callo tipo I, 

estos constituyen factores que pueden contribuir a una alta densidad de células 

transformadas y un alto índice de propagación de tejido transgenico (Aulinger et al, 2003). 

Hazel et al (1998) estableció que un alto índice de división celular es un requerimiento 

importante para el éxito de la transformación. 

 

La elección del callo tipo II de maíz cumple con los requisitos necesarios de un sistema 

celular receptor para lograr una transformación útil, el cual incluye las siguientes 

consideraciones: (i) las células blanco deben ser accesibles o competentes para la 

introducción del ADN foráneo; (ii) las células receptoras deben de ser competentes a una 

transformación integrativa donde aspectos como la oportunidad de la introducción de 

ADN durante el ciclo celular y/o la capacidad para la recombinación deben de ser 

importantes; (iii) las células deben de ser capaces de sostener la división celular después 

de la transformación para permitir el desarrollo de un sector clonal transformado que 

pueda ser seleccionado y (iv) aquellos sectores clonales deben de retener la capacidad 

morfogenética para la regeneración de plantas fértiles (Kausch et al, 1995). 

 

Aparte de contar con un buen explante que funcione como un sistema celular receptor, 

es importante considerar que el éxito y la utilidad de un sistema de transformación en 

plantas dependen, en mucho, de los niveles de expresión de los genes introducidos. Se 

empleo el promotor de Ubiquitina de maíz (Ubi) para manejar la expresión del gen de la 

proteína G del virus de rabia, pues se menciona que la construcción del plásmido basado 

en este promotor ha demostrado dar los niveles más altos en la expresión de genes en 

varias especies de cereales (Cornejo et al, 1993; Gallo-Meagher et al, 1993 y Taylor et al, 

1993) y se ha empleado en la obtención de plantas transgenicas de arroz, trigo y centeno 

(Vasil, 1994). Por su parte, Christensen et al (1992) observaron un incremento de 10 veces 

en la expresión del gen cat cuando estuvo bajo el control de Ubi comparado con el 

promotor CaMV 35S. 

 

El incremento del agente gelificante (Gellan™)de 2.5 a 3 mg/L en el medio de cultivo, 

donde se colocaron los callos embriogénicos 24 horas después del bombardeo y seis días 
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después del mismo, constituyó un tratamiento osmótico para favorecer la transformación. 

No se observó daño masivo en el callo embriogénico durante el bombardeo ni en los seis 

días proseguidos a este. Una de las razones por las que se emplea un tratamiento 

osmótico en el bombardeo de partículas, obedece a que el efecto osmótico en las 

células bombardeadas proporciona una reducción en la presión de la turgencia, 

previniéndolas de la ruptura y el entallamiento celular (Kemper et al, 1996). 

 

Aunado a lo anterior, Vain et al (1993) y O’Connor-Sanchez et al (2002) donde prueban 

diferentes concentraciones de manitol y/o sorbitol para proporcionar el estado 

plasmolizado en las células, en este caso se observó que el incremento de la 

concentración de Gellan™ resultó ser suficiente para prevenir el daño celular y, por lo 

tanto, disminuir el impacto provocado por la entrada de las micropartículas favoreciendo 

de una manera preeliminar a la transformación. 

 

Expresión transitoria.

 

La expresión transitoria se llevó a cabo de acuerdo al protocolo de Jefferson et al (1987), 

24 horas después del cobombardeo en tres callos seleccionados al azar con el plásmido 

pWR-21/UB1 y tres con el PGHCNS/MAR. Para los controles positivo y negativo solo se 

escogió uno de cada uno. Los callos permanecieron 48 horas en presencia del sustrato X-

gluc™. 

 

Entre los genes reporteros más disponibles, el gen gus es el más ampliamente usado en la 

transformación de plantas a pesar de que este tipo de ensayo es de naturaleza 

destructiva (Gordon-Kam et al, 1990; Walters et al, 1992; Register III et al, 1994; Vasil, 1994; 

Zhong et al, 1996 y O’Connor et al, 2002). La realización de expresión transitoria en maíz 

fue tempranamente usada por Klein et al (1988a) empleando la biobalística para 

introducir un gen quimérico de la β-glucoronidasa en células de suspensión de maíz 

detectando el producto de la reacción de la enzima GUS con un sustrato sintético y 

determinando el numero de células que recibieron el gen foráneo. 

 

Una vez que transcurrió el tiempo de incubación, el control positivo presentó como se 

esperaba, la característica coloración azul intenso, resultado de la acción enzimático de 

GUS sobre el sustrato del X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indol glucoronido). En cambio, el 

control negativo no lo presentó puesto que solo se bombardeo con balas carentes de 
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ADN. Respecto a los tratamientos con ambos tipos de plásmidos, también se observó la 

coloración azul intenso en la mayor parte de la superficie del callo lo que indica que si 

penetraron las balas a la célula y, además, muestra que el cobombardeo se llevó a cabo 

de una manera satisfactoria (figura 8). De acuerdo con Klein et al (1993), la mayoría de las 

células que expresan la β-glucoronidasa contienen una partícula dentro del núcleo pues 

las células con una partícula en el citoplasma raramente expresan el gen. 

 

 

                   
A B

                      Fig. 8. A. Expresión transitoria de callos co-bombardeados a. pWR-21; e. MARS; 
                         c y h. control positivo (C+); b y f. control negativo (C-); d y g. ST.            B. Vista  
                         cercana del callo (a) delimitando las áreas que presentan la coloración azul  
                         intenso. 
                          
                                                 
La combinación entre acortamiento de tiempo y alta expresión que ofrece este método 

histoquímico ha hecho útil al ensayo de expresión transitoria  en cereales por ser un 

sistema que permite una evidencia visible de la transferencia y expresión del gen foráneo, 

y las diferencias en la expresión son fácilmente monitoreadas a simple vista o 

cuantificando por medio de un ensayo fluorométrico (Morrish et al, 1993). Cabe 

mencionar que en este tipo de ensayos, la mayoría del ADN transferido aparece por estar 

libre en el núcleo, a diferencia de una transformación estable donde el ADN se haya 

integrado en el cromosoma (Morrish y Fromm, 1992). 
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Selección positiva de callos transformados con glufosinato de amonio (Basta®). 

 

Los callos cobombardeados se mantuvieron en las cajas Petri durante una semana en 

condiciones controladas de temperatura y fotoperíodo. Transcurrido este tiempo, se 

transfirieron a frascos pequeños (figura 9) en medio N6-p con fuentes de nitrógeno 

reducido y con 3 mg/L de glufosinato de amonio (ingrediente activo del herbicida 

Basta®). Esta concentración se eligió de acuerdo al resultado obtenido mediante las 

cinéticas de peso fresco. Los subcultivos se realizaron cada dos semanas en dicho medio 

de selección.  

 

                          
                        Fig. 7. Callo embriogénico de maíz co-bombardeado en medio 
                             con 3 mg/L de Gellan ® (izq). Callo embriogénico en medio con 
                             selección con 3 mg/L de Basta® (der). 
 

 

La selección con Basta® o bialafos ha sido exitosamente empleada para recuperar líneas 

transformadas en maíz (Fromm et al, 1990; Gordon-Kamm et al, 1990) siendo mas efectiva 

cuando la selección se continua a través de todas las etapas del cultivo hasta la 

regeneración, pues la estrategia principal para la selección de células transformadas esta 

basada en la inhibición selectiva del crecimiento de células no transformadas o de tipo 

silvestre sin afectar de manera significativa a las que si están transformadas (Vasil, 1994). 

En base a esto, se opto por emplear un herbicida en lugar de un antibiótico como agente 

de selección. 

 

El finalizar la primera semana de estar los callos en medio de cultivo con el agente de 

selección, se observaron zonas necrosadas de color café presentando oxidación, lo que 

indica que en ese sector del callo hay muerte celular ya que las células no expresaron el 

gen de selección bar y, por lo tanto, no lo incorporaron (figura 10). Lo anterior es debido a 

que la fosfinotricina inhibe la enzima glutamina sintasa provocando una acumulación 
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rápida de amonio en la célula causando intoxicación y muerte celular (Gordon-Kamm et 

al, 1990). 

 

                                               

ZV

ZO

                                             Fig. 10. Callo embriogénico en selección con 
                                                   3 mg/L de Basta®. ZO indica áreas oxidadas 
                                                   y/o necrosadas y ZV indica áreas viables. 
 

 

En contraste, en el mismo callo se apreciaron zonas de color blanco amarillento y zonas 

conformadas por embriones que presentaron un color verde, lo que indica la viabilidad 

del callo señalando que dichas células sí lograron incorporar el gen de selección bar al 

genoma nuclear vegetal y que, por ende, se expreso pues mantuvo dichos sectores libres 

de la intoxicación del herbicida y en proliferación constante (figura 10). 

 

El gen bar, de Streptomyces hygroscopicus,  codifica para la enzima fosfinotricina acetil 

transferasa (PAT) que provee resistencia al herbicida Basta® inactivando el compuesto 

activo del herbicida por medio de la acetilacion (Tompson et al, 1987). Por ello, las células 

transformadas con bar son capaces de crecer en índices normales en medio con el 

agente de selección mientras que las células no transformadas carecen de esta actividad 

(Wan et al, 1994).  

 

Además, este gen ha sido empleado para la selección de las principales especies de 

cereales como trigo, arroz, maíz, centeno, sorgo y avena. El uso de un gen de resistencia a 

herbicida tiene la ventaja de contribuir a la producción de una planta transgénica de 

utilidad agronómica, sin la presencia de un gen marcador de resistencia innecesario 

como los de resistencia a antibiótico (Vasil, 1994). 
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Estos resultados obtenidos van de acuerdo con lo mencionado por Fromm et al (1990), en 

donde, la mayoría de los callos de maíz resistentes a PPT permanecieron embriogénicos 

indicando que ese agente selectivo no destruye la capacidad embriogénica de las 

células. 

 

En el caso de los controles positivos, estos presentaron condiciones similares a los callos 

bombardeados con la mezcla de plásmidos, en cambio, el control negativo mostró un 

grado de necrosis mayor, además de que su permanencia duro sólo hasta el segundo 

subcultivo, pues al término de éste se oxidó completamente (figura 11). 

 

  

                                               
                                              Fig. 11. Comparación entre control negativo 
                                                   (der) y control positivo con el gen bar de la se- 
                                                    lección (izq). Se observa en el segundofrasco 
                                                    muerte celular y oxidaión.   
 

 

La selección se mantuvo durante tres meses en las mismas condiciones ya antes descritas 

y en cada subcultivo, al callo embriogénico se le retiraron los sectores oxidados y/o 

necrosados. 

 

Regeneración y aclimatización de plantas de maíz a partir de callos embriogénicos co-

bombardeados.

 

Para la obtención de plantas de maíz se llevo a cabo la germinación de embriones 

somáticos de callos cobombardeados, disminuyéndose la concentración de 2,4-D y 

cinetina a la mitad, y manteniendo la concentración de glufosinato de amonio. Al término 

de la primera semana, se observaron varios embriones con forma redonda y color verde 

en la superficie del callo (figura 12). Esto se debe probablemente, a la disminución de 2,4-
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D, pues como se indico anteriormente, esta auxina sintética contribuye a evitar la 

maduración y diferenciación del embrión así como su germinación (Ammirato, 1983; 

Emons y Kieft, 1995). 

 

 

 

                                              
                                        Fig. 12 o. Callo embriogénico de maíz en medi  de 

a germinación de los embriones se hizo evidente con la emergencia de la raíz al finalizar 

        

                                                 regeneración. En la zona más superficial se apre- 
                                                 cian los embriones somáticos con pigmentación 
                                                 verde. 
 

 

L

el primer subcultivo (Figura 13A); al término del segundo subcultivo se apreciaron los brotes 

de las primeras plántulas (figura 13B) manteniendo las mismas condiciones de cultivo. Para 

evitar la presencia de escapes o mosaicos en las plantas regeneradas, se mantuvieron 

dichas plántulas en medio de selección y, con base a lo expresado por Morrish et al (1993), 

entre más tiempo permanezcan las plantas transgenicas en selección se asegura una alta 

probabilidad de obtener plantas que expresen el gen bar. 
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A

B

                       Fig. 13. A. Embrión somático germinado. B. Brotes de plántulas. 
 

 

 

Como se ha mencionado, el herbicida Basta®, de amplio espectro, es un marcador de 

selección comúnmente usado para obtener plantas de maíz transgénicas y de otros 

cereales de importancia como arroz, avena, trigo y centeno (Vasil et al, 1993). Asimismo, 

la mayoría de los cereales son regenerados bajo condiciones in vitro, vía formación de 

embriones somáticos, los cuales, se desarrollan directa o indirectamente de una sola 

célula evitando no únicamente la posibilidad de obtener quimeras sino también plantas 

con aberraciones genéticas por la fuerte selección durante el desarrollo de embriones 

somáticos (Vasil, 1994). En este caso cada plántula tuvo su origen en un embrión somático. 

 

Para el tercer subcultivo se omitió la adición de reguladores de crecimiento para permitir, 

aun más, la maduración y germinación de los embriones; la concentración de glufosinato 

de amonio se mantuvo con la finalidad de hacer estricta la selección. Las plántulas que 

expresaron el gen bar manifestaron un color verde, el desarrollo de hojas nuevas así como 

la presencia de un sistema radicular mas definido y desarrollado (figura 14A) a diferencia 

de algunas pocas plántulas que presentaron un amarillamiento de las hojas con oxidación 

de otras y un pobre o nulo crecimiento de las raíces (figura 14B). 
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                               BA

                              Fig. 14. A. Brotes de plántulas en medio de regeneración. 
                                  B. Plántula de maíz necrosada. 
 

 

La inhibición de la actividad de la GS por el glufosinato de amonio permite la rápida 

acumulación de altos niveles de amonio bajo condiciones en las que parece ser que el 

nitrito está siendo reducido en relación con el proceso fotosintético y/o de fotorespiración. 

Por otra parte, la acumulación de amonio esta acompañada por el cese de la fotosíntesis, 

disrupción de la estructura del cloroplasto y vesiculación del estroma (Kirkwood, 1987). 

 

En el cuarto subucltivo, se mantuvo la supresión de los reguladores de crecimiento y la 

concentración de glufosinato de amonio se redujo a 1.5 mg/L, es decir, a la mitad. En esta 

etapa se observó el crecimiento de las plántulas tanto en tamaño, número de hojas así 

como en el desarrollo de la raíz (figura 15). 

 

                

                                                     
                                             Fig. 15. Planta de maíz regenerada 
                                                      en etapa de 3 hojas. 
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Las plantas, en condiciones in vitro, alcanzaron un tamaño de 4-6 cm en un lapso de 8 

semanas a partir de la germinación del embrión; entonces, se procedió a la 

individualización, lo que significó separarlas del resto del callo y se mantuvieron en medio 

sin 2,4-D y cinetina con el agente de selección a la mitad. En plantas con más de 10 cm 

de altura (entre las 10 y 12 semanas a partir de la germinación) se mantuvieron en medio 

sin reguladores de crecimiento y sin agente de selección; cuando desarrollaron un sistema 

radicular vigoroso se procedió a su aclimatización en condiciones de invernadero (figura 

16) (ver materiales y métodos). 

 

                                 
                                Fig. 16. Plantas de maíz regeneradas (izq) y plantas indivi— 
                                       dualizadas (der). 
 

 

Se obtuvo un total de 188 plantas regeneradas en condiciones in vitro del cobombardeo 

con la mezcla de plásmidos pWR-21/UB1+ pCAMBIA 3301 y 194 plantas regeneradas del 

cobombardeo con la mezcla del plásmido PGHCNS-MARS + pCAMBIA 3301 bajo las 

mismas condición. Autores como Gordon-Kamm et al (1990) regeneraron un total de 76 

plantas de la línea celular SC82 y 219 plantas de la línea celular SC716 de las cuales, 35 

alcanzaron la madurez; Spencer et al (1992) regeneraron 219 plantas; Register III et al 

(1994) obtuvieron 95 plantas regeneradas de 75 eventos independientes; Zhong et al (1996) 

regeneraron 5 plantas de cada una de las 10 agrupaciones y O’Connor et al (2002) 

regeneraron 29 líneas. Mientras que en este trabajo, la cantidad obtenida de plantas de 

maíz regeneradas se considero exitosa de tal manera que el sistema de regeneración 

empleado fue el adecuado. 
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La regeneración de plantas a partir de callo tipo II, derivado de embriones inmaduros, ha 

sido el sistema de transformación/ regeneración más reproducible descrito para maíz 

(Pesitelli y Sukhanpida, 1995; Rusell y Fromm, 1996; van der Ges y Petolino, 1998; Sidorenko 

et al, 2000; Srivastava y Ow, 2001 y O’Connor et al, 2002). 

 

Las plantas en condiciones de climatización crecieron a una altura promedio de 1-1,30 

metros (figura 17A) y algunas presentaron una espigacion anómala al igual que la 

formación de la mazorca (figura 17B). Las anormalidades presentes en las plantas 

regeneradas, puede deberse al estrés al que estuvieron sometidos los callos por parte del 

herbicida y el tiempo en el que permanecieron tanto del agente se selección, como del 

regulador de crecimiento provocando variación somaclonal. 

 

                           

A B

                        Fig. 17. A. Plantas de maíz en condiciones de invernadero. B. Planta con 
                             anormalidad fenotípica. 
 

 

Anormalidades morfológicas similares en plantas regeneradas de maíz han sido 

previamente descritas por Lowe et al (1985), Rhodes et al (1988), Gordon-Kamm et al 

(1990), D’Halluink et al (1992), Walters et al (1992), Zhong et al (1996) y O’Connor et al 

(2002). 

 

La variación entre plantas regeneradas a partir de cultivos de tejidos ha sido denominada 

como variación somaclonal (Larkin y Acowcroft, 1981). En la variación somaclonal se 

tienen en cuenta ciertos factores como: el régimen de cultivo (intervalo del subcultivo y 

condición física del medio) y componentes del medio; especialmente hormonas y 

reguladores de crecimiento han demostrado su influencia sobre el estatus citológico de 

las células en cultivo. La variación somaclonal tiende a incrementarse con la duración del 
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crecimiento in vitro y la inestabilidad cromosomica está frecuentemente asociada con el 

crecimiento del callo desorganizado (Bayliss, 1980; Lee y Phillips, 1988). 

 

La regeneración eficiente de plantas normales y fértiles a partir de cultivos celulares es un 

requerimiento crítico del mejoramiento molecular y genético en plantas. La notoria 

naturaleza recalcitrante de las especies gramíneas ha sido superada por el tejido de 

cultivos inmaduros y desdiferenciados así como explantes de organos en etapas definidas 

del desarrollo en medio nutritivo con altas concentraciones de auxinas fuertes así como 

2,4-D (Vasil, 1993). El método empleado para regenerar plantas en este trabajo siguió 

estos lineamientos, de ahí que se logró obtener una cantidad apropiada de plantas in 

vitro. 

 

Identificación del transgen de interés por PCR. 

 

Se extrajo el ADN de 16 plantas adultas de maíz regeneradas (8 correspondientes a la 

mezcla de plamsidos pWR-21/UB1 + pCAMBIA 3301 y 8 correspondientes a la mezcla de 

plasmidos pWR-21/UB1-MARS + pCAMBIA 3301) y se analizaron por medio de la técnica de 

PCR amplificando el gen de la glicoproteína del virus de la rabia mediante el uso de los 

siguientes primers en sentido: CCCCTTCTGGTTTTTCCATT y antisentido:  

ACGTTTGGGGAGTGACTGAC. 

 

Para verificar la introducción y expresión del transgen de interés en una planta dada se ha 

optado por el empleo de diversas técnicas: Northen blot (a nivel mensajero transcripto), 

Southern blot (a nivel ADN) o Westhern blot (a nivel proteína). Varios autores han obtenido 

resultados empleando una o más de estas técnicas (Gordon-Kamm et al, 1990; Spencer et 

al, 1992; Walters et al, 1992; Bronwyn et al, 1994; Register III et al, 1994; Wan et al, 1995; 

Zhang et al, 1996 y Aulinger et al, 2003). 

 

Otro método también de verificación es por medio de la amplificación directa del ADN 

usando la PCR. La amplificación del ADN por PCR es un método usual para detectar 

secuencias que son únicas para genes específicos (Holden et al, 2003). 

 

La técnica de PCR (reacción en cadena de la polimerasa), ha sido usada para demostrar 

la presencia de ADN foráneo en el genoma de las monocotiledóneas permitiendo un 

rápido análisis de un gran número de muestras (Morrish et al, 1993). Además, es uno de los 
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métodos mas comúnmente usados para identificar la presencia de organismos 

genéticamente modificados (GMOs) (Delano et al, 2003). 

 

Desde los primeros reportes de transformación en maíz hasta reportes mas recientes, se ha 

empleado la técnica de PCR para el análisis de las líneas transformadas. Por ejemplo, 

Fromm et al (1990) utilizaron esta técnica para identificar el promotor CaMV 35S y el gen 

bar y Walters et al (1992) confirmaron, en callos de maíz, la presencia del gen gus al igual 

que Zhang et al (2002). En este caso se empleó la técnica de PCR para verificar la 

presencia del gen G del virus de rabia. Como se muestra en la figura 18, se logró 

amplificar las bandas correspondientes al tamaño esperado de 1492 pares de base que 

es el peso del gen de la glico proteína del virus de rabia, sin embargo, las bandas se 

muestran apenas perceptibles para las líneas S15, S16, S37, S2 y S11 e imperceptibles en las 

líneas restantes. 

 

       

              
            Fig 18. Detección del gen de la proteína G del virus de la rabia por PCR en plantas de 
              maíz transformadas. M: marcador DNA λ digerido con EcoR1/ HindIII; CN: Agua; C+: 
              gen de la glicoproteína del virus de rabia (1492 pb); S/T: planta sin transformar; S1, S2,  
              S3, S6, S9, S11, S13, S14, S15, S16, S19, S23, S35, S37, S38 y S39: plantas de maíz transfor-- 
              madas. Los óvalos delimitan las bandas de interés.                  
 

 
 
Hibridación de membrana de los productos de PCR con sonda radiomarcada con 32P. 
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Debido a lo anterior, se procedió a transferir los productos de PCR contenidos en el gel de 

agarosa a una membrana de nylon e hibridizarla con la sonda de la glicoproteína para 

asegurar la presencia de la banda correspondiente al transgen de interés en las muestras. 

De la hibridación se pudo determinar la presencia de la banda de interés en 12 de las 16 

líneas analizadas en total (figura 19), sin embargo se aprecia también la presencia de una 

segunda banda que se supone, corresponde a los oligos que se están pegando un poco 

más al interior del gen. 

 

                   
                Fig 19. Hibridación de los productos de PCR con la sonda del gen de la pro- 
                   teína G del virus de rabia. S/T: planta sin transformar; C+: gen de la glico---- 
                   proteína del virus de rabia (1492 pb); S1, S2, S3, S6, S9, S11, S13, S14, S16, S19,  
                   S23, S35, S37, S38 y S39 corresponden a las muestras seleccionadas en base 
                   al resultado obtenido por PCR: 
 

 

En base a este resultado, se procedió a clonar la banda, a partir del producto de PCR, 

que se observó al mismo nivel respecto al control positivo para asegurar que es, 

efectivamente, el transgen de interés mandándose a secuenciar. El resultado del 

alineamiento de secuencias (BLAST) indicó que la banda alineada a la misma altura que 

la correspondiente al control positivo, pertenece con una identidad del 98% al gen de la 

glicoproteína del virus de rabia (gráfica 5) indicando, por lo tanto, que las líneas S2, S3, S6, 

S11, S13, S14, S19, S23, S35, S37 y S38 incorporaron el transgen de la proteína G del virus de 

rabia en su genoma es decir, el 73.33% de las líneas analizadas confirmando que se logro 

obtener plantas transgenicas de maíz. 
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               Gráfica 5. Producto de secuenciación indicando el porcentaje de identidad (en rojo) de 
                  La comparación entre las bandas de interés (producto de la hibridación) y la secuencia 
                  Vnukovo-32 reportada en NCBI con número de acceso X71879. 
                  

 

En el presente trabajo se empleó el cobombardeo. Para este caso, los dos plásmidos son 

mezclados durante el proceso de cubierta de los proyectiles; conjuntamente, las 

concentraciones de los plásmidos deben ser ajustados para prevenir la segregación 

inducida al ADN de los proyectiles. La posibilidad de que dos o mas plámidos adheridos a 

un simple proyectil y más de un gen estén siendo incorporados dentro del genoma del 

tejido blanco es, en teoría, considerablemente menor que cuando los genes de interés 

están siendo acarreados en el  mismo plásmido (Southgate et al, 1995). 

 

No obstante, se logro obtener, como se mencionó anteriormente, un 73.33% de plantas 

transgénicas que demostraron poseer el transgen de interés debido a que se ajustaron las 

concentraciones de los plásmidos de tal manera que, el plásmido con el gen de la 

glicoproteína del virus de rabia estuvo a una concentración 9 veces mayor con respecto 

al plásmido que portó el gen de selección y el gen reportero. Autores como Guerrero-

Andrade (1998, 2000) y Rojas-Anaya (2005) han empleado el cobombardeo para expresar 

transgenes en maíz y zanahoria, respectivamente, obteniendo resultados satisfactorios. 

 

La biobalística ha permitido la transformación de cereales importantes como el maíz 

(Fromm et al, 1990; Gordón-Kamm et al, 1990), avena (Sommers et al, 1992), trigo (Vasil et 

al, 1992), centeno (Wan y Lemaux, 1994) y arroz (Li et al, 1993). Asimismo, en la mayoría de 

las publicaciones de transformación en maíz, las plantas transgenicas fértiles se han 
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regenerado de células obtenidas en suspensión a partir de callo embriogénico tipo II 

(Fromm et al, 1990; Gordon-Kamm et al, 1990; Murry et al, 1993; Vain et al, 11993) o 

directamente de este tipo de callo (Genovesi et al, 1992; Walters et al, 1992). 

 

El maíz ha sido empleado como un sistema de expresión de proteínas con las siguientes 

finalidades: A) conferirle características de resistencia a plagas: Koziel et al (1993) 

expresaron una versión truncada de un gen sintético que codifica para la proteína CryIA 

derivada del Bacillus thuringiensis; Murry et al (1993) mencionan el primer ejemplo de una 

protección contra el virus del mosaico del enanismo del maíz (cepa MDMV-cp); Jansens 

et al (1997) estudiaron la protección dada por las plantas transgenicas que expresan la 

proteína Cry9C cuando se expusieron a la larva del barenador europeo a nivel de campo; 

Williams et al (1997) evaluaron la expresión de la proteína insecticidial Bt δ-endotoxina 

contra el daño a depredación de hoja por el gusano y el barrenador del maíz del 

sudoeste en pruebas de campo. B) como productoras de proteínas: Kusnadi et al (1998) 

obtuvieron la expresión de la β-glucoronidasa y la avidina Rascon et al (2004) obtuvieron 

plantas transgenicas de maíz que expresaron la amarantina y Grando et al (2005) lograron 

acumular de manera diferencial la proteína VSPβ de soya y C) como sistemas de 

expresión de anfígenos para vacunas comestibles: Streatfield et al (2001) expresaron la 

proteína S del TGEV en maíz contra la gastroenteritis en cerdo; Lamphear et al (2002) 

expresaron el anfígeno de la subunidad B de E. coli en granos de maíz; Chikwamba et al 

(2002) expresaron LT-B para la producción de una vacuna en maíz; Streatfield et al (2003) 

evaluaron la acumulación del receptor de unión de la subunidad B de la toxina labil al 

calor (Lt) de E. coli; Lamphear et al (2004) evaluaron la vacuna comestible del virus de la 

gastroenteritis y Ticket et al (2004) valuaron la producción de IgA en voluntarios que 

consumieron maíz transgenico con LT-B. 

 

Las plantas transgénicas como el maíz que expresen antígeno en su tejido comestible 

podrían ser usadas como un sistema  de producción y liberación de vacunas orales 

accesibles, llevándose a cabo la inmunización a través del consumo de esta “vacuna 

comestible”. La selección de cual anfígeno usar en los estudios iniciales, ha sido 

fuertemente influenciada por el deseo de determinar si la planta transgénica que 

contienen los antígenos foráneos resultará en una inmunización oral estimulando la 

respuesta inmune de mucosas (Mason, 2002). 
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La idea de expresar el gen de la proteína G del virus de la rabia en plantas de maíz, 

cumple con el requisito anteriormente mencionado. La proteína G ha sido extensamente 

estudiada desde hace varios años por su participación en la neurovirulencia e 

inmunogenicidad del virus así como el papel que desempeña en su ciclo de replicación, 

incluyendo la interacción con las células huésped a través de la molécula receptora de 

superficie celular (Nakahara et al, 2003); pero sobretodo, la glicoproteína del virus de 

rabia ha sido identificada como el principal antígeno que induce inmunidad protectiva 

contra el virus de la rabia. Así mismo, la protección contra la infección del virus de rabia es, 

probablemente, el resultado de muchas interacciones entre hospedero-efector: como la 

producción de anticuerpos neutralizantes de virus (ANV) que son inducidos únicamente 

por la proteína G y que tienen un papel importante en la inmunoproteccion contra la 

rabia (Diestzschold et al, 1990), así como la unión al blanco de VNA y blanco para células 

T citotóxicas y cooperadores (Gaudin et al, 1992). 

 

Autores como Yusibov et al (1997), Moldeska et al (1998) y, nuevamente, Yusibov et al 

(2002) han obtenido resultados preliminares alentadores de una vacuna comestible para 

rabia; cabe mencionar que estos autores no emplean el bombardeo de partículas para la 

expresión de los transgenes de interés por lo que el presente trabajo constituye un ejemplo 

del empleo de esta técnica para la expresión del principal antígeno de rabia. 

 

Por todo lo anterior, la proteína G del virus de rabia representa una elección lógica para 

el desarrollo de una vacuna comestible pudiendo ser empleada para la inmunización 

contra rabia en animales y tal vez en un futuro próximo en humanos; aunque es más 

probable en animales (Mason, 1995). Otra razón es el hecho de que la proteína relevante 

al ser expresada en tejido vegetal, que constituye una proporción principal de la dieta, no 

requiere tratamiento de calor y presión (Daniell et al, 2001).  

 

Además, la producción de vacunas tradicionales para animales de importancia 

económica esta limitada por el costo de fabricación; en cambio, la producción basada 

en plantas es una alternativa obvia cuando los procesos tradicionales de vacunas no son 

posibles de llevarse a cabo, por ejemplo, en casos cuando el virus mata al hospedero 

(Gleba et al, 2005). Por último, el objetivo de una planta transgénica no es sólo la 

capacidad de expresar una característica útil, sino también la de expresar proteínas de 

valor farmacéutico debido a la necesidad práctica de una nueva tecnología para la 

producción y liberación de vacunas no caras.    
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9) CONCLUSIONES. 

 
 

• Se estableció la inducción, proliferación y mantenimiento de callos 

embriogénicos de maíz de la raza Tuxpeño exhibiendo las características 

propias de un tipo II. 

 

• La selección de callos embriogénicos se llevó a cabo en la concentración de 3 

mg/L del herbicida Basta®, resultando ser ésta la concentración óptima en 

medio de cultivo con fuentes de nitrógeno reducido. 

 

• La expresión transitoria dio positiva en los callos co-bombardeados con la 

mezcla de plásmidos así como en el control positivo, indicando la expresión del 

gen gus. 

 

• Se logró la regeneración de plantas completas de maíz a partir de callos co-

bombardeados con las dos mezclas de plásmidos que portaban el transgen de 

interés: pWR-21/UB1 + pCAMBIA 3301 y PGHCNS + pCAMBIA 3301. 

 

• Se demostró la presencia del gen de la proteína G del virus de la rabia en un 

73.33% de las líneas analizadas. 
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10) ANEXO. 
 

Medio de cultivo N6 modificado (Chue et al., 1975) 
 
a) Soluciones de macro y micronutrientes. 
 
Solución I. 

 
COMPUESTO PM (g) (mgL-1) (mgL-1) STOCK 10X 

(mML-1) 
KNO3 101.10 2830 28.00 280 
CaCl2.7H2o 147.02 166 1.13 11.3 
MgSO4.7H2O 246.48 185 0.75 7.5 
KH2PO4 136.09 400 2.94 29.4 
(NH4)2SO4 132.06 463 3.50 35.0 
Para 1 litro de medio se toman 100 ml de esta solución. 
 
 
Solución II. 
 
COMPUESTO PM (g) (mgL-1) (umL-1) STOCK 100X 

(uML-1) 
MnSO4.H2O 169.01 5.97 35.32 3532 
ZnSO4.7H2O 287.54 1.50 5.21 521 
H3BO3 61.83 1.60 25.87 2587 
KI 166.01 0.80 4.82 482 
 
Solución III. 
 
COMPUESTO PM (g) (mgL-1) (uML-1) STOCK 100X 

(uML-1) 
FeSO4.7H2O 278.03 27.80 100.00 10,000 
C14H4N2O10Na2.H2O 372.30 37.30 100.00 10,000 
Para 1 litro de medio tomar 10 ml de cada una de las soluciones II y III. 
 
b) Fuente de Carbono. 
 

COMPUESTO PM (g) (gL-1) (mML-1) 

C12H22O11 (sacarosa) 342.31 30 87.63 

 
c) Reguladores de crecimiento. 

 

REGULADOR PM (g) (mgL-1) (uML-1) STOCK 10X(uML-
1) 

2,4-D 221.04 1.0 4.52 45.2 
Cinetina 215.21 1.0 4.64 46.4 
Para agregar 2 mg del regulador correspondiente a 1 litro de medio se toman 20 ml de 
la solución stock correspondiente; para 1 mg se toman 10 ml. 
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d) Aminoácidos y otros. 
 
COMPUESTO PM(g) (mgL-1) (µML-1) STOCK10X (uML-

1) 
C2H5NO2 
(Glicina) 

75.07 1.0 13.32 133.2 

C5H5N5. ½ H2SO4 

(Adenina) 
184.20 10.0 54.30 543.0 

Para añadir 1.0 mg de glicina ó 10 mg de adenina al medio de cultivo correspondiente 
se toman 10 ml de la solución stock por litro de medio. 
 
e) Vitaminas R2. 
 
COMPUESTO P.M. (g) (mgL-1)  (µML-1)  STOCK (µM) 

Inositol 180.160 100 555 5.5X10-⁴ 
Ácido nocotínico 123.110 1.0 8.12 812 
Tiamina 337.270 2.0 5.93 593 
Piridoxina 205.640 1.0 4.90 490 
Para preparar un litro de medio se toman 10 ml de cada una de las soluciones. 
 
f) Mezcla de aminoácidos y vitaminas denominada cócktel 20 (Patente en trámite). 
 
Material Biológico (Plásmidos). 
 
 
 
 

 
 
 
(a) PGHCNS 

 
 
 
 
 
 

 
(b) pWR-21/UBI 

 
 
 
 
 
 
 
(c) pCAMBIA 3301 
 
 
Figura A.  Esquemas de los plásmidos empleados para la transformación de callos 
embriogénicos de maíz por cobombardeo con pistola de baja presión. MARS (región de 
adherencia a membranas), UBI (promotor de Ubiquitina), pWR-21 (gen de la glicoproteína de la 
cepa del mismo nombre), TER35S (terminador del 35S), CaMV35S (promotor del virus del mosaico 
de la coliflor), TER35S (terminador 35S del virus del mosaico de la coliflor), BAR (gen que codifica 
para la enzima PAT), GUS (gen que codifica para la enzima ß-gluoronidasa) y TERNOS 
(terminador de la nopalina sintetasa). 
 

MARS UBI pWR-21 TER35S MARS 

4450 pb  

UBI pWR-21 TER35S 

3860 pb 

TER35S BAR 

 

CaMV35S CaMV35S GUS TERNOS 
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Preparación de las partículas de tungsteno de acuerdo a Guerrero-Andrade (1998). 
 

1. Se pesaron 60 mg de partículas de tungsteno de 0.4 µm de diámetro (M5) 
colocándose en un tubo de centrífuga de 15 ml. 

2. Después se añadieron 2 ml de ácido nítrico (HNO3)  0.1 M  y se sónico en hielo 
durante 20 minutos. 

3. Posteriormente se eliminó el ácido nítrico agregándose  1 ml de agua 
desionizda estéril; la muestra se transfirió a un tubo de 2 ml de capacidad y se 
sónico brevemente. 

4. Las micropartículas se centrifugaron de 10-30 segundos a una velocidad de 
10,000 r.p.m. 

5. Se eliminó el agua y se agregó 1 ml de etanol absoluto (100%) y se sónico 
brevemente. 

6. Se centrifugaron las micropartículas de 10 a 30 segundos a una velocidad de 
10,000 r.p.m. 

7. El etanol se eliminó, se agregó 1 ml de agua desionizada estéril y se sonicó 
brevemente. 

8. Se colocaron 200 µl de la suspensión en un tubo eppendorf. 
9. Después, se añadieron 750 µl de agua desionizda estéril a cada tubo. 
10. finalmente los tubos se almacenaron a – 20 o C. 

 
 
Adsorción del DNA a las micropartículas  (Klein et al, 1988) 

 
1. En tubos eppendorf se colocaron 50 µl de la suspensión de micropartículas de 

tungsteno, después se adicionaron los siguientes reactivos uno a uno, agitando 
bien la suspensión entre cada reactivo. 

2. Se adicionaron 5 µl de DNA (1 µg µl –1) como volumen final de dos ensayos de 
co-bombardeo donde se mezclaron las siguientes cantidades 4.5 µl de pWR-
21/pUBI (vector con el gen de interés) + 5 µl de pCAMBIA 3201 (vector con el 
gen de selección y gen reportero) para el primer co-bombardeo. En el 
segundo co-bombardeo la mezcla consistió en: 4.5 µl de PGHCNS-MARS + 0.5 µl 
de pCAMBIA 3201. 

3. 50 µl de cloruro de calcio (CaCl2) 2.5 M. 
4. 20 µl de espermidina 0.1 M. 
5. La mezcla se agitó en vortex  (velocidad baja) durante 5 minutos. 
6. Posteriormente, se centrifugó en un periodo de 5 a 10 segundos. 
7. Se eliminaron 100 µl del sobrenadante. 
8. Las micropartículas se resuspendieron en el líquido remanente. 
9. Finalmente, se aplicaron 2.5 µl de las micropartículas cubiertas con el DNA en el 

centro del filtro de bombardeo. 
 

Soluciones para la preparación del sustrato de X-Gluc™ 
 

REACTIVO CONCENTRACIÓN 
(mM) 

STOCK 10X CANTIDAD PARA 25 ml 
DE SUSTRATO (ml) 

Amortiguador de 
fosfatos de sodio (pH 
7.0) 

100 1M 2.5 

EDTA 10 100 mM 2.5 
Ferrocianuro de K 0.5 5 mM 2.5 
Ferricianuro de K 0.5 5 mM 2.5 
Tritón X-100 0.5 5 mM 2.5 
X-Gluc* 1 mg  25 mg 
*se tiene que disolver en DMSO previamente 
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La mezcla se afora a 25 ml con agua desinozada estéril y su almacenamiento es a        
-20˚C. 
 
 
Soluciones para llevar a cabo la expresión transitoria. 
 

a) Buffer “Z”*  
 

REACTIVO CONCENTRACION (mM) CANTIDAD EN g PARA 500 ML 
Fosfato de sodio (monobásico) 40 2.76 
Fosfato de sodio (dibásico) 60 4.26 
Cloruro de potasio 10 0.37 
Sulfato de magnesio 
(heptahidratado) 

1 0.12 

El pH se ajusta a 7.0 
 

b) Etanol al 70% 
 

CANTIDAD DE ETANOL ABSOLUTO (ml) CANTIDAD DE AGUA DES/EST (ml) 
350 150 

 
 

c) Mezcla Acetona-Metanol (1:3) 
 

CANTIDAD DE ACETONA (ml) CANTIDAD DE METANOL (ml) 
166 498 

 
 

 
d) Glicerol al 50%* 

 
CANTIDAD DE GLICEROL ABSOLUTO (ml) CANTIDAD DE AGUA DES/EST (ml) 

250 250 
*Esterilizar en autoclave durante 18 minutos a 1.3 kg/cm-² o 18 lb/pulg-² 

 
 
Colecta de las muestras de planta. 

 
1. Se etiquetaron  tubos eppendorf estériles suficientes para colocar la muestra de 

planta. 
 
2. Para cada corte de la muestra se limpiaron  pinzas y tijeras con alcohol de 96 

0C y  se seleccionaron  hojas sanas, de color homogéneo y tamaño regular.  
 
3. Se cortó un fragmento de hoja de aproximadamente 200 mg dando 

preferencia al ápice de la misma. La planta no  debe tocarse con las manos 
desnudas. 

 
4. Se colocó con cuidado la muestra en el tubo eppendorf con ayuda de pinzas. 
 
5. Las muestras se guardaron   a – 70  0C en caso de no ocuparse 

inmediatamente. 
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Procesamiento de las muestras. 
 
1. En un recipiente con nitrógeno líquido, se colocaron  los tubos eppendorf  con 

las muestras de hojas y, además,  pinzas y espátulas. 
 
2. En un mortero con pistilo de porcelana estéril, se enfrió previamente con 

nitrógeno líquido. 
 
3. Una vez que el mortero y el pistilo estuvieron lo suficientemente frío, se adicionó 

más nitrógeno líquido e inmediatamente se vertió, del tubo eppendorf, la 
muestra de hoja. El tubo se devolvió al recipiente con nitrógeno y se procedió a 
moler el fragmento de hoja.  

 
4. A medida que se fue moliendo se le agregó mas nitrógeno líquido de tal 

manera que la muestra nunca se  descongeló. 
 
5. Cuando  se obtuvo  un polvo fino y muy homogéneo se procedió a guardarlo 

en el tubo eppendorf original con ayuda de una espátula previamente 
enfriada en el nitrógeno. 

 
6. Las muestras se almacenaron  a  – 70  0C en caso de no ocuparse 

inmediatamente. 
 
 
Extracción de DNA genómico de plantas regeneradas. 

 
 
1. En un tubo de centrífuga se peso 200 mg de hoja de maíz. 
 
2. Se molió  la muestra con nitrógeno líquido, evitando que se descongelara, 

hasta obtener un polvo fino y uniforme. Si la muestra no se utilizaría en ese 
momento se guardó en congelador a – 70 C. 

 
3. A la muestra sólida molida se le adicionó 300 µl de buffer de extracción Plant 

DNAzol ® (Invitrogen, USA) mas 1.5 µl de RNAasa A (Invitrogen, USA). 
 
4. Se incubó la muestra a temperatura ambiente durante 30 minutos. 
 
5. Posteriormente, se le adicionó a la muestra 300 µl de una mezcla de 

Fenol:Cloroformo (1:1 v/v) a 4 C agitándose vigorosamente durante 5 seg hasta 
obtener una mezcla uniforme. 

 
6. La muestra se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente y se agitó cada 

minuto. 
 
7. Transcurrido el tiempo de incubación, se centrifugo a 15,000 r.p.m durante 5 

minutos, formándose dos fases. 
 
8. El sobrenadante se paso a un tubo de centrífuga nuevo procurando no llevarse 

residuos. 
 
9. Se le agregó a la muestra 400 µl de Fenol:Cloroformo (1:1 v/v) a 4 ºC y se agitó 

vigorosamente hasta mezclar durante 5 segundos. 
 
10. Se centrifugó nuevamente por 5 minutos a 15,000 r.p.m formándose dos fases. 
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11. El sobrenadante se transfirió a un tubo de centrífuga nuevo y se repitió lo 
establecido en el paso 9, 10 y 8. 

 
12. Se adicionó 300 µl de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1 v/v) a – 20 ºC y se 

mezcló vigorosamente. 
 
13. La muestra se centrifugó a 15,000 r.p.m durante 5 minutos formándose dos 

fases. 
 
14. Se procedió a pasar el sobrenadante a un tubo de centrífuga nuevo 

procurando no llevarse residuos. 
 
15. Se adicionó 300 µl de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1 v/v) a – 20 ºC y se 

mezcló vigorosamente. 
 
16. La muestra se centrifugó a 15,000 r.p.m durante 5 minutos formándose dos 

fases. 
 

17. Se pasó el sobrenadante a un tubo de centrífuga nuevo procurando no 
llevarse residuos. 

 
18. A la muestra se le adicionó 400 µl de isopropanol (al 100%) a - 20 ºC y se invirtió 

de 5 a 8 veces para que la muestra quedara mezclada. 
 
19. Se centrifugó a 8000 r.p.m durante 5 minutos. 
 
20. Una vez que se obtuvo la pastilla se tiró el sobrenadante. 
 
21. Se adicionó a la pastilla 1 ml de etanol (al 70%) y se invirtió vigorosamente de 5 

a 8 veces. 
 

22. Nuevamente se centrifugó a 12,000 r.p.m durante 5 minutos. 
 

23. Se eliminó el etanol. 
 
24. A la muestra se le permitió reposar para evaporar el etanol restante. 
 
25. La pastilla, finalmente, se resuspendió en 100 µl de agua desinizada estéril. 
 
26. Las muestras se guardaron a 4 ºC. 

   

 

Preparación de la sonda. 
 

a) Digestión. 
 

1. La construcción de pUC-pss/ pWR-21 se digirió con las siguientes enzimas: Kpn 
I/Sac I. 

 
2. La digestión se realizó en la siguiente mezcla respetando el orden: 
  

• 14 µl de agua desionizada estéril 
• 2 µl   de buffer 1 
• 1 µl   de Kpn I 
• 1 µl   de Sac I 
• 2 µl   pUC-PSS/pWR-21 
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3. Se agitó suavemente en el vortex 
 
4. Se centrifugó brevemente por 5 segundos para concentrar la mezcla en el 

fondo del tubo. 
 
5. Se dejo incubando a 37 0C durante 1 hora. 
 
6. Una vez transcurrido este tiempo, se preparó un gel de agarosa al 1 %. 
 
7. Se cargó el gel con 20 µl de la mezcla mas 5 µl de buffer carga. 

 
Se corrió a 60 Volts durante 20 minutos. 
 
Purificación de DNA a partir de bandas de un gel. 
 

1. Se pesó un tubo eppendorf de 1.5 ml y se  registró este dato. 
 
2. Con una navaja limpia se cortó del gel de agarosa la banda que contiene el 

DNA. Este  corte se realizó lo mas cerrado posible a la banda y se colocó en el 
tubo eppendorf  que previamente se peso. 

 
3. Se pesó nuevamente  el tubo que contenía la banda y con ese dato se 

determinó el peso real de la banda. 
 
4. Al tubo se le agregó 10 µl de Buffer de captura por cada 10 mg de gel  (la 

capacidad máxima es de 300 mg). 
 
5. El tubo se mezcló vigorosamente por vortex. 
 
6. Se incubó a 60 0C hasta que la agarosa se disolvió completamente (5-15 

minutos). 
 
7. Mientras se llevaba a cabo la incubación, se colocó una columna GFX en un 

tubo colector (para cada purificación que se vaya llevar a cabo). 
 
8. Una vez que la agarosa estuvo completamente disuelta, el tubo se centrifugó 

brevemente para colectar la muestra en el fondo del tubo. 
  
9. La muestra se transfirió a la columna GFX e incubo a temperatura ambiente 

durante 1 minuto. 
 
10. Se centrifugo a una velocidad de 10,000 a 16,000 x g durante 30 segundos. 
 
11. El residuo del tubo colector se desecho y se colocó nuevamente la columna 

GFX  en el interior del tubo colector. 
 
12. Se adicionó 500 µl del buffer de lavado a la columna y se centrifugó a una 

velocidad de 10,000 a 16,000 x g durante 30 segundos. 
 
13. Se desechó el tubo colector  y se transferió la columna GFX a un tubo nuevo 

tubo eppendorf  de 1.5 ml. 
 
14. Se adicionó  50 µl de buffer de eludición (10 mM Tris-HCl pH 8.0, TE pH 8.0 o 

agua desionizada estéril) directamente al centro de la matriz de la columna. 
 
15. Se incubó a temperatura ambiente durante 1 minuto. 
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16. Se centrífugo nuevamente a 10,000  x g durante 1 minuto. 

 
Se guardó la muestra a –20 0C.  
 
 
 
 
Análisis de Varianza (ANOVA) del peso fresco de callos embriogénicos con fuentes de 
nitrógeno reducido a una p≤.05000. 
Tratamientos SS 

Efecto 

gl 

Efecto 

SM 

Efecto 

SS 

Error 

gl 

Error 

SM 

Error 

F p 

TI 26.15178 11 2.377443 1.263120 48 0.026315 90.34555 .00000 
TII 7.83470 11 0.712245 0.937200 48 0.019525 36.47863 .00000 
TIII 4.28762 11 0.389784 2.421120 48 0.05044 7.72767 .00000 
TIV 2.83158 11 0.257416 0.830280 48 0.017297 14.88171 .00000 
 

Análisis de Varianza (ANOVA) del peso fresco de callos embriogénicos sin fuentes de 
nitrógeno reducido a una p≤.05000. 
Tratamientos SS 

Efecto 

gl 

Efecto 

SM 

Efecto 

SS 

Error 

gl 

Error 

SM 

Error 

F p 

T1 10.2438 11 0.931261 3.6468 48 0.075975 12.25747 .00000 
T2 5.9561 11 0.541470 1.332960 48 0.02777 19.49836 .00000 
T3 2.9058 11 0.264164 0.953640 48 0.019868 13.29627 .00000 
T4 2.2184 11 0.201679 1.343320 48 0.27986 7.20648 .00000 
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12) Abreviaturas. 

 

Medio de Cultivo 
 
MS: Murashige & Skoog (1962) 
N6: Chu et al (1973) 
 

Reguladores de crecimiento 
 
2,4-D: ácido diclofenoxiacetico 
BA: benzilaminopurina 
DICAMBA: 3,6-dicloro-o-anisico 
IBA: acido indolbutirico 

Kin: cinetina 
 
Peso 
 
g: gramo 

g/Kg.: gramo sobre kilogramo 
Kg: kilogramo 
mg: miligramo 
ng: nanogramo 
 
Volumen 

 
L: litro 
µl: microlitro 
ml: mililitro 
 
Longitud 

 
cm: centímetros 
m: metro 
µm: micrometro 
mm: milímetro 
 

Concentración 
 
M: molar 
mM: minimolar 
N: normal 

v/v: volumen sobre volumen 
w/v: peso sobre volumen 
 
Tiempo 
 
hr: hora 

hrs: horas 
min: minuto 
seg: segundo 
 
 
 

 

 
Presión 
 
-in de Hg: pulgada de mercurio 
-Kg/cm²: kilogramo sobre centímetro 
cuadrado. 

-Lb/pulg²: libra sobre pulgada cuadrada 
-psi: unidad de presión en el sistema 
ingles de medidas; 14.7 psi o lb/plg=1 
atm 
 
Reactivos 

 
-AgNO3: nitrato de plata 
-MgCl2: cloruro de magnesio 
-PEG: polietilenglicol 
-SDS: dodecil sulfato de sodio 

-PPT: fosfinotricina 
 
Elementos 
 
-Ca: calcio 
-Mg: magnesio 

-Mn: manganeso 
-N: nitrógeno 
-Zn: zinc 
 
Temperatura 
 

-ºC: grados Celsius 
 
Enzimas 
 
-GUS: β-glucoronidasa 
-Taq. Pol.: enzima polimerasa de 

Termophilus aquaticus 
-PAT: fosfinotricina acetiltransferasa 
-GS: glutamina sintasa 
 
Otros 

 
-aa: aminoácido 
-ADH: alcohol deshidrogenasa 
-ADN: ácido desoxiribonucleico 
-Da: dalton 
-H2O: agua 

-IgA: inmunoglobulina A 
-IgG: inmunoglobulina G 
-S-IgA: inmunoglobulina A secretada 
-Kb: kilobase 
-LT-B: subunidad B de la enterotoxina labil 
al calor de E. coli 
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-L-prolina: levógiro prolina 

-µE: microEinstein 
Otros 
 
-dNTPs: mezcla de dinucleótidos fosfatos 
-pb: pares de base 
-pH: potencial hidrogeno 

-PCR: reacción en cadena de la 
polimerasa 
-RE: retículo endoplasmatico 
-ARN: ácido ribonucleico 
-ARNm: ácido ribonucleico mensajero 
-r.p.m.: revoluciones por minuto 

-TGEV: virus de la gastroenteritis 
transmisible de cerdos 
-TE: solución amortiguadora de Tris-EDTA 
Tris-HCl: Trizma base hidroclorada 
-VNA: anticuerpos neutralizantes de virus 

-Xg: gravedad 
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