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1.1.Introducción 

 

Ricinus communis o Higuerilla, es una planta que pertenece a la familia Euphorbiaceae, y que tiene 

su centro de origen en Ethiopia. Es una importante planta oleaginosa no comestible, cultivada 

extensamente en el mundo, especialmente en regiones tropicales, subtropicales y templadas debido 

al alto contenido en aceite de ricino de sus semillas y por lo tanto, sus amplias aplicaciones en la 

industria y la agricultura (Rampadarath and Puchooa 2016). La principal razón para considerar el 

cultivo de R. communis como no comestible, se debe a que sus semillas son venenosas para los 

seres humanos y los animales, debido a que contienen una proteína ricina tóxica, la cual está 

ausente del propio aceite (Ogunniyi 2006). A nivel mundial, entre las diferentes variedades de R. 

communis disponibles, se ha estimado que el 46-55% del peso de las semillas, es aceite (Ogunniyi 

2006). De ese porcentaje de aceite, el 89.15% es ácido ricinoleico (Berman, Nizri, and Wiesman 

2011a). Otros ácidos grasos allí presentes son: 4.2% ácido linoleico, 3% ácido oleico, 1% ácido 

esteárico, 1% ácido palmítico, 0.7% ácido dihi- droxiestearico, y 0.3% ácido eicosanoico. Con el 

foco puesto en el alto nivel de producción natural de aceite R. communis (1.791.409 toneladas de 

producción a nivel mundial para el 2017) ( FAO, 

http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/visualize )y por ende, del ácido ricinoleico, la industria ha 

catalogado a esta planta de gran interés (Ogunniyi 2006), Según la FAO 

(http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/visualize) a nivel mundial, el mayor productor de 

semillas de R. communis es Asia con un 89.1%, seguido por América (5.9%), África (4.9%) y 

Europa (0.1%). El aceite de ricino es respetuoso con el medio ambiente y en relación con otros 

aceites vegetales, tiene una buena vida útil. La producción intensiva y la comercialización de 

aceites de origen vegetal que proviene de cultivos comestibles ha generado preocupaciones 

ambientales críticas. Para mitigar estas consecuencias ambientales, se están incrementando las 

investigaciones en semillas oleaginosas para la producción de aceite como materia prima en la 

industria (Berman, Nizri, and Wiesman 2011a). Sin embargo, el cultivo extensivo de plantas 

oleaginosas compite por la disponibilidad de tierra con respecto a los cultivos de alimentos, por lo 

tanto, la producción de aceite de ricino a nivel mundial ha ganado interés, al punto tal que se 

necesitan herramientas que vayan más allá de cultivar más hectáreas, sino que se necesitan 

establecer otras metodologías para el incremento de este aceite.  

 

Para contribuir a este último aspecto, la biotecnología moderna nos ofrece metodologías y técnicas 

hacia el mejoramiento genético o para potencializar características deseables en la planta. No 

obstante, para alcanzar una producción efectiva de plántulas mejoradas genéticamente, es 

necesario desarrollar y perfeccionar protocolos para la regeneración de plantas a nivel in vitro. 

Establecer un medio de cultivo in vitro óptimo para la regeneración de plántulas de R. communis 

a partir de explantes, facilita el camino para emprender programas de mejoramiento genético, sin 

embargo, la falta de un protocolo común de regeneración in vitro para todas las variedades de 

higuerilla, hace necesario continuar con investigaciones, con miras a lograr procesos de 

organogénesis sobre todo en aquellas variedades donde no se ha encontrado las condiciones 

http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/visualize
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/visualize
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óptimas de cultivo, tales como medio de cultivo basal y reguladores de crecimiento, y así 

proporcionar un conocimiento más amplio que lleve a definir cuáles son los factores determinantes 

en la regeneración in vitro. En consecuencia, el capítulo No 1 de este trabajo de grado de maestría, 

se centró en generar las condiciones ideales para la desinfección, establecimiento, regeneración y 

multiplicación de plantas de R. communis bajo condiciones de laboratorio. 

  

1.2.Objetivos 

 

1.2.1. Objetivo general 

Establecer una metodología de regeneración vía organogénesis y obtención de protoplastos de 

Ricinus communis  

1.2.2. Objetivos específicos  

 

a. Evaluar diferentes reguladores de crecimiento para la inducción y 

multiplicación de callos a partir de hojas.  

b. Evaluar el efecto de la concentración enzimática y el tiempo de incubación en 

la obtención de protoplastos de higuerilla con alto porcentaje de viabilidad a 

partir de mesófilo y callos.  

c. Determinar la concentración hormonal para la regeneración de plantas vía 

organogénesis a partir de callos.  

 

 

1.3. Marco Teórico  

 

1.3.1. Cultivo in vitro de plántulas de Ricinus communis 

Estudios en regeneración in vitro de plantas y transformación genética ha permitido la producción 

y comercialización de plantas transgénicas (ISAAA, 2019). Para realizar investigaciones en 

ingeniería genética en plantas, se requiere un sistema eficiente de regeneración in vitro de las 

plantas de interés (Birch 1997), sistema que debe contar con características como ser rápido, 

confiable y aplicable a un amplio rango de genotipos (Sujatha, Reddy, and Mahasi 2008a). No 

obstante, técnicas en cultivo de tejidos en higuerilla y otras euforbiáceas (a excepción de Cassava 

y Hevea brasiliensis), están menos avanzadas. (Sujatha, Reddy, and Mahasi 2008a). 

Los primeros estudios vinculados al cultivo de tejidos en higuerilla fueron principalmente con 

cultivos de endospermo a partir de semillas (Thomas and Chaturvedi 2008), pero el cultivo de 

tejidos a partir de semillas no permite el estudio detallado de las capacidades del endospermo in 

vivo. En Higuerilla la regeneración de plántulas a partir de explantes vegetativos están 

estrechamente vinculados a tejidos de plántulas jóvenes (Athma y Reddy, 1983; Ganesh Kumari 
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et al. 2008). Para citar algunos casos, la multiplicación de brotes obtenidos a partir de meristemos 

en muchos estudios está entre 1 y 5.2 brotes por explante (Athma y Reddy, 1983; Molina y 

Schobert, 1995). Para la obtención de mayores brotes a partir de explantes meristemáticos se logró 

mediante el uso de citoquininas (Sujatha and Reddy 1998)y se reportaron tasas entre 22 y 46.7 de 

formación de brotes por explante, lo cual demostró los efectos de las citoquininas en los explantes 

meristemáticos. 

Para el establecimiento de un medio de cultivo óptimo para el crecimiento de higuerilla 

generalmente se usa el medio basal Murashige y Skoog (MS) en diferentes concentraciones, el 

cual ha funcionado para el crecimiento y regeneración de varios tejidos de la planta de higuerilla, 

principalmente en hipocótilos, endospermo y callos (Ahn et al. 2007; Sujatha, Makkar, and Becker 

2005; Sujatha and Reddy 1998). Aunque se emplee el cultivo de plántulas de higuerilla in vitro a 

partir de semilla, existe un limitante: la baja tasa de germinación de las semillas que usualmente 

no excede el 50% (Mederos Molina and Schobert 1995). Es importante mencionar que higuerilla 

tiene un comportamiento recalcitrante en condiciones in vitro, y solo pocos casos se han reportado 

de regeneración exitosa de brotes adventicios durante investigaciones de mejoramiento genético 

(Sujatha, Reddy, and Mahasi 2008b; Baghel and Bansal 2015; Ganesh Kumari, Ganesan, and 

Jayabalan 2008). Para mejorar la fase de la propagación de estas plantas recalcitrantes, se parte de 

un tejido poco diferenciado, como lo son hipocótilos o epicótilos, que son fundamentales para 

inducir organogénesis (A. Sarvesh 1992) 

Fue por ello que investigadores del Departamento de Ciencias Biológicas y del grupo de 

investigación CIBIOP, iniciaron en el año 2015 un programa de investigación para el 

mejoramiento genético de plantas oleaginosas, entre ellas la higuerilla. Como parte del 

mencionado programa de investigación, se generó de manera exitosa, una metodología para 

regeneración de plantas de higuerilla usando para ello secciones de epicótilos obtenidos de 

plántulas in vitro (Gil-Correal et al. 2019). En dicha investigación se reportó la formación de 4.3 

brotes por explante con una frecuencia de formación de brotes del 75.56%. Para la regeneración 

de estas secciones de epicótilos utilizaron como medio basal Lloyd and McCown´s Woody plant 

basic médium (WPM) suplementado con TDZ y zeatina.  

 

1.3.2. Cultivo de callos  

 

El término de callo se refiere a un crecimiento continuo, acelerado y de apariencia desorganizada 

de células obtenido a partir de un determinado tejido (hoja, raíz, hipocótilo, endospermo, etc) 

(Mroginski and Roca 1991). La formación de callo comienza con el aislamiento de órganos o 

tejidos diferenciados, las cuales posteriormente se desdiferencian a través de la señalización de 

hormonas vegetales, principalmente de auxinas y citoquininas (Ikeuchi, Sugimoto, and Iwase 

2013). 
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Es importante el estado fisiológico y la edad de la planta donadora del callo, siendo recomendable 

utilizar plantas jóvenes y con crecimiento activo (Hurtado M. and Merino M. 1987). El lugar o 

sitio para el comienzo de la proliferación de los callos generalmente está situado en la superficie 

que fue cortada, siendo solo un pequeño porcentaje de células las que contribuye a la formación 

de callo (Perez Ponce et al. 1998). La formación de callos también puede lograrse a partir de 

protoplastos, recae un gran interés al querer desarrollar plantas con modificaciones genéticas que 

puedan ir desde una fase de transformación en protoplastos hasta llegar a plantas intactas (Boyes, 

Zapata, and Sink 1980). Inicialmente, los protoplastos al estar en presencia de citoquininas y/o 

auxinas pueden regenerarse en células alargadas y parenquimatosas, y el contacto continuo de estas 

células en medios que contienen éstas fitohormonas generara la formación de callos  (Fehér 2019) 

El callo puede tener diferentes apariencias y color dependiendo de la especie o genotipo con que 

se trabaje, así como las condiciones de cultivo in vitro. Se pueden presentar callos que carecen de 

pigmentación, mientras otros pueden ser de diferentes tonos de verde, amarillo, café o rojo. El tipo 

y grado de pigmentación está influenciado por factores nutricionales y ambientales, y se manifiesta 

por la presencia de clorofila, carotenos, antocianinas (Hurtado M. and Merino M. 1987). Su 

apariencia puede ser acuosa (friable) o compactos, secos y nodulares (Ikeuchi, Sugimoto, and 

Iwase 2013). Los callos después de formados pueden multiplicarse con subcultivos cada 15-45 

días dependiendo de la especie, separando estos en pequeñas fracciones con tamaño entre 2-5 mm. 

Generalmente se emplea el mismo medio de cultivo de formación para la multiplicación 

(Mroginski and Roca 1991). 

Todavía es una pregunta de cómo los callos perciben y transducen señales endógenas y ambientales 

y como inducen o mantiene la diferenciación y desdiferenciación celular. El entender como los 

mecanismos genéticos y epigenéticos se integran para la diferenciación y la desdiferenciación 

celular ayudará a que no solo los protocolos se centren en pocas especies, sino que este 

conocimiento ayude a diseñar herramientas moleculares para manipular sistemáticamente la 

regeneración de órganos (Ikeuchi, Sugimoto, and Iwase 2013). 

 

1.3.3. Regeneración in vitro 

 

Para el proceso de regeneración se necesita que las células sean competentes y por lo tanto 

receptivas a procesos de desdiferenciación (organogénesis indirecta) y posteriormente 

diferenciación celular que permita la formación de nuevos brotes. Cuando la formación de brotes 

es a partir del explante sin formación de callo, es llamada organogénesis directa. La organogénesis 

directa e indirecta es utilizada frecuentemente para aumentar las tasas de multiplicación y para 

obtener plantas modificadas genéticamente. Existe muchos factores que pueden influir en el 

proceso de regeneración como el explante, el medio basal, los reguladores de crecimiento, las 

condiciones de cultivo y condiciones ambientales (Mroginski and Roca 1991) 
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Métodos replicables y eficientes de regeneración de plantas de novo son fundamentales para la 

aplicación de transformación genética y tecnologías de edición del genoma. La embriogénesis 

somática es el proceso morfogenético más frecuentemente empleada para la regeneración de 

plantas transgénicas. Aunque es una técnica efectiva y se obtienen masivamente plantas cuando la 

metodología es estandarizada, este método requiere de múltiples subcultivos en medios específicos 

para cada etapa de la embriogénesis y requiere mucho tiempo para la regeneración. Por lo tanto, 

es importante el desarrollo de otras vías de regeneración como la organogénesis para esta especie. 

La regeneración de plantas a través de organogénesis indirecta ha sido aplicada con éxito en varias 

especies de la familia euforbiáceas (Aishwariya et al. 2015; Guohua 1998; Soares et al. 2016; 

Deore and Johnson 2008). En higuerilla ha habido pocos reportes de este tipo, entre ellos está lo 

reportado por Ganesh Kumari, et al, 2008, el cual evaluó la de regeneración a partir de cotiledones. 

 

 

1.3.4. Aislamiento de protoplastos 

 

El termino protoplastos se refiere a componentes vivos de las células vegetales que están rodeados 

sólo por la membrana plasmática. Muchos protoplastos pueden resintetizar la pared celular, 

dividirse, formar colonias e incluso regenerar plantas (Mroginski and Roca 1991). El aislamiento 

de protoplastos de plantas fue reportado por primera vez en la especie Lycopersicum esculentum 

en 1960 y se pretendía estudiar el efecto de enzimas que degradaran pared celular utilizando la raíz 

de plántulas de esta especie (Cocking 1960). 

Para el caso de Ricinus communis se ha reportado la obtención de protoplastos a partir de células 

del mesófilo de plantas in vitro (Tudses, Premjet, and Premjet 2014, 2015; Y. Liu et al. 2019), 

hipocótilos  (Chandran and Sujatha, 1996), endospermo (Nishimura and Beevers 1978) y callos 

(Tudses, Premjet, and Premjet 2014) 

Cabe mencionar que, de los tejidos anteriormente enunciados, el hipocótilo y el mesófilo son los 

tejidos más usados para el aislamiento de protoplastos (Q. Hu, Andersen, and Hansen 1999). El 

procedimiento más usado para aislar protoplastos de mesófilo consiste en tratar al tejido con una 

mezcla de enzimas degradantes de la pared, que en general son celulasas, hemicelulasas y 

pectinasas, en soluciones apropiadas y con estabilizadores osmóticos. Por su mecanismo de acción 

este método tiene varias ventajas, como son la de obtener un mayor número de protoplastos viables 

por unidad de tejido (Mroginski and Roca 1991).  

Para la obtención de protoplastos a partir de callos o suspensiones celulares se deben utilizar 

células que se encuentren en la fase exponencial de crecimiento, ya que éstas tienen paredes 

celulares más finas. Por medio de una mezcla enzimática de celulasa, pectinasa y a veces 

hemicelulasa (las cuales disuelven respectivamente la celulosa, la pectina y la hemicelulosa), se 

obtienen protoplastos (Pierik 1990) 
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Una de las características que hacen importante el cultivo de protoplastos es que, por estar aislado 

del conjunto de células, cada protoplasto puede ser usado como un sistema celular individual, el 

cual provee un sistema experimental para un amplio rango de estudios bioquímicos, fisiológicos y 

biofísicos (Mroginski and Roca 1991). Por otro lado, los protoplastos poseen la habilidad de 

fusionarse con otras sin tener en cuenta su origen (Bhojwani and Razdan 1996), por esto se ha 

convertido en un material interesante para el mejoramiento de plantas a través de técnicas de 

manipulación genética, tales como, hibridación somática, hibridación (fusión de citoplasma), 

transformación de plantas o transferencia directa de genes y selección in vitro utilizando 

generalmente como método PEG (polietilenglicol) por ser económico, su simplicidad y eficiencia, 

además que no interfiere con la viabilidad de protoplastos (Lian et al. 2012; C. S. Lin et al. 2018; 

Nanjareddy et al. 2016; Wu et al. 2017). 

Muchos protoplastos pueden resintetizar la pared celular, dividirse, formar colonias e incluso 

regenerar plantas. El proceso de regeneración de la pared celular depende de la especie. Según lo 

reportado por (Cui et al. 2019) para 9 especies del género Kalanchoë, en solo 24 horas los 

protoplastos regeneraron la pared celular, y la primera división fue entre el tercer y séptimo día, 

mientras para la especie Ulmus minor Mill (Conde and Santos 2006) solo hasta el día once, 21% 

de los protoplastos regeneraron la pared celular. Para el cultivo de protoplastos generalmente se 

usan cajas de petri en medio líquido o semisólido. El medio líquido tiene la desventaja del 

aislamiento de las colonias, mientras que en el medio semisólido los protoplastos inmovilizados 

producen clones celulares que se pueden subcultivar (Mroginski and Roca 1991) 

Muchos protocolos sobre aislamiento de protoplastos y purificación han sido publicados para 

optimizar la producción y reproducibilidad. Sin embargo, a pesar de que ha pasado décadas desde 

que se experimentó el aislamiento de protoplastos, la eficacia de tales protocolos o las 

combinaciones enzimáticas usadas están limitada a unas pocas especies de plantas (Rao and 

Prakash 1995). Estas restricciones pueden estar influenciada por muchos factores como la 

composición y el grosor de la pared celular, la temperatura, la duración de la incubación 

enzimática, el pH de la solución, la agitación y la solución osmótica (Davey et al. 2005). 

 

 

1.4. Materiales y métodos.  

 

El presente proyecto de investigación se realizó en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal y el 

Laboratorio de Biología Molecular de la Universidad EAFIT, Medellín, Colombia.  
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1.4.2. Material vegetal.  

 

Como material vegetal para obtener los explantes necesarios para los experimentos a nivel in vitro, 

se germinaron plántulas de R. communis-02 (VERC-02), a partir de semillas pertenecientes al 

banco de germoplasma de la Corporación Colombiana de investigación agropecuaria (Agrosavia), 

material vegetal obtenido mediante acuerdo de transferencia de materiales (ATM). A partir de 

estas plántulas crecidas en condiciones in vitro, se tomó hojas para la inducción de callos y 

obtención de protoplastos, ambas metodologías para la regeneración de plántulas. Para una mejor 

compresión de la metodología de este capítulo ver figura 1.  

 

 

1.4.1.1 Composición de los medios de cultivo y condiciones de crecimiento de callos 

de R. communis. 

 

Se utilizó WPM (Lloyd and McCown 1980) como medio de cultivo basal para las diferentes fases 

del cultivo in vitro. Los medios fueron suplementados con 30 g/L sacarosa. Se les adicionó como 

agente antioxidante 1 g/L de carbón activado para el cultivo de plantas in vitro, para callos y 

protoplastos se usó 150g/L de ácido cítrico. Como gelificante se utilizó 1.8g/L de phytagel (Sigma-

Aldrich, USA) para los medios sólidos. Por otro lado, los medios se suplementaron con 150 g/L 

de caseína hidrolizada, 0,5mg/L de Sulfato de cobre, 50 mg/L de glutamina, 25 mg/L de adenina, 

15 mg/L de arginina y 20 ml/L agua de coco. El pH se ajustó a 5.7±0.1 con NaOH 1N y HCl 1N 

antes de autoclavar. La esterilización de los medios de cultivo se realizó en autoclave (Raypa, 

Barcelona, España) a 120 grados centígrados con 20 libras de presión durante 20 minutos. Los 

cultivos se mantuvieron en un cuarto de crecimiento a una temperatura de 24°C±1 y a un 

fotoperiodo de 12 horas luz, con una intensidad lumínica de aproximadamente 3.000 lux.  
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Figura 1. Representación gráfica de la metodología utilizada en el capítulo No 1, para 

establecimiento y regeneración de plantas de R. communis. Los recuadros amarillos indican la 

sección específica en “materiales y métodos” donde se describen mayores detalles.  

 
 

 

1.4.3. Desinfección y establecimiento in vitro de plántulas de higuerilla a partir de 

semillas 

Semillas de Higuerilla de la variedad VERC 02 (Variedad experimental Ricinus communis) fueron 

proveídas por la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (Agrosavia, antes 

CORPOICA). De estas semillas, se retiraron la testa y la cutícula, y posteriormente en la cámara 

de flujo laminar, se sumergieron en etanol al 70% por 30 segundos, se lavaron con agua destilada 

estéril, luego se dejaron en cloruro de mercurio (HgCl2) al 0.1% por 3 min, posteriormente se 

hicieron 7 lavados consecutivos con agua destilada estéril. Finalmente, las semillas se dejaron en 

un medio de cultivo básico en oscuridad por 15 días, para su germinación. (Ver figura 2) 

Las plántulas germinadas de las semillas se pasaron a un medio de elongación que consistía en 

medio basal WPM (Lloyd and McCown, 1981), caseina (150 mg/L), glutamina (50 mg/L), adenina 

(25 mg/L), arginina (15 mg/L), sucrosa (30g/L), sulfato cúprico (CuSO4) (0.5 mg/L), carbón 

activado (1.5 g/L) y fitagel (1.8 g/L), con concentraciones hormonales de ácido indol-3-butírico 

(IBA) (1.5 mg/L) y Kinetina (2 mg/L), se ajustó a un pH de 5.7 ± 0.1 con 1N NaOH y 1N HCL, 

el medio se esterilizó en autoclave a 120°C y 20 lbs de presión (0.1 MPa) por 20 min. Las plántulas 
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se dejaron con un fotoperiodo natural en un cuarto de crecimiento del laboratorio de biotecnología 

vegetal de la universidad EAFIT a 24°C, por un periodo de dos semanas (Gil-Correal et al. 2019). 

Al momento de utilizar en esta investigación la metodología para la regeneración de plantas a 

partir de epicótilos reportada por (Gil-Correal et al. 2019), el porcentaje de germinación fue del 

53% y el porcentaje de contaminación de las células fue del 23.6%, cifras que difieren un poco de 

lo reportado por estos autores, con porcentajes de germinación y de contaminación del 71.7% y 

46.7% respectivamente (Gil-Correal et al 2019).  Se atribuyen las diferencias en estos porcentajes 

a la variación que se hizo en la desinfección de las semillas, ya que se realizó utilizando cloruro 

de mercurio (HgCl2). La decisión de cambiar la metodología de desinfección de semillas se basó 

en la alta contaminación de microorganismos endófitos, y el HgCl2 ha resultado ser un 

desinfectante muy efectivo para el control de la contaminación de hongos y bacterias endógenas 

(Zhang et al. 2016), pero es un producto toxico que debe ser utilizado con cuidado. El porcentaje 

de germinación puede verse disminuido un poco puesto que el cloruro de mercurio de fitotóxico 

cuando llega a tener contacto con el endospermo y esto se ve reflejado en la reducción de 

germinación de la semilla (Mahmoud and Al-Ani 2016).  
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Figura 2: Metodología 

para obtención de 

plántulas de Ricinus 

communis.  
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1.4.4. Inducción de Callos de R. communis  

A partir de las plantas obtenidas in vitro (descrito en la sección 1.4.2), se retiraron hojas jóvenes 

para ser utilizadas como explantes hacia la inducción de callo. Se cortaron en segmentos de 1cm2 

aproximadamente y se colocaron con el envés hacia el medio. 

1.4.4.1.Inducción y multiplicación de callos 

Con el objetivo de obtener callos friables adecuados para la obtención de protoplastos, se utilizaron 

como explantes, para la etapa de inducción de callo, porciones de hojas de las plantas cultivadas 

in vitro. Hojas jóvenes se cortaron en segmentos de 1cm2 aproximadamente y se colocaron con el 

envés hacia el medio (figura 3A). El medio de cultivo WPM fue suplementado con diferentes 

concentraciones y combinaciones de la auxina ANA (ácido naftalenacético) y las citoquininas 

Kinetina y BAP (6-N-Bencilaminopurina) y un control (sin hormonas), de acuerdo con lo 

reportado por Ganesh et al., (2008); Sujatha et al., (2008) y teniendo en cuenta la experiencia del 

personal del laboratorio (Tabla 1). 

El tamaño de la muestra fue de 5 cajas de Petri, cada una con 3 discos de hoja por tratamiento. Las 

variables respuesta que se evaluaron fueron presencia o no de callo, porcentaje de callo y tipo de 

callo (friable o compacto) en ausencia de luz, 45 días después de la siembra. En evaluaciones 

previas en cuanto a las condiciones de luz y oscuridad, solo la oscuridad tuvo un efecto marcado 

en la inducción de callo, por lo tanto, solo se escogió esta condición para evaluar los tratamientos 

hormonales.  

Tabla 1. Concentraciones de hormonas utilizadas para inducción de callo 

Tratamientos Regulador de crecimiento [mg/L] 

1 BAP  1.0 

2 BAP  1.5 

3 BAP  2.0 

4 Kinetina  1.0 

5 Kinetina  1.5 

6 Kinetina  2.0 

7 Kinetina + BAP + ANA  2.0+1.0+1.0 

8 Kinetina + BAP + ANA  2.0+2.0+0.5 

9 Kinetina + BAP + ANA  1.0+2.0+0.5 

10 Kinetina + BAP + ANA  1.0+1.0+0.5 

Control -------- -------- 

 

1.4.5. Inducción de brotes a partir de callos de R. communis  

Los callos obtenidos en la sección 1.4.3.1 fueron cultivados para que estos se tornaron de 

contextura nodular y así propiciar la regeneración de plántulas vía organogénesis. Para esto se 

cultivaron los callos en diferentes concentraciones de BAP (2-4mg/L), ANA (0.5-2mg/L) y 

kinetina (1-3mg/L), siendo la mejor concentración (Tabla 2). Luego, se evaluaron varias hormonas 
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en diferentes concentraciones bajo condiciones de fotoperiodo (12h luz /12 horas oscuridad) para 

la regeneración de brotes vía organogénesis indirecta (Tabla 3).  

 

Se identificó los callos de naturaleza organogénica cuando eran de color verde con textura 

compacta (matriz 1, Tabla 2). Estas porciones organogénicas fueron aisladas y subcultivados en el 

mismo medio. En los tratamientos donde los callos eran de color verde friable, compacto o friable 

de color café y sin color no se seleccionaron y fueron descartados. El callo organogénico fue 

subcultivado cada 15 días para su maduración (matrices 2, 3 y 4, Tabla 3). 

 

Tabla 2. Matriz #1: Concentración de fitohormonas evaluadas para la inducción de callo nodular 

en Ricinus communis 

Matriz 1 

Tratamiento 

Regulador de 

crecimiento 

[mg/L] 

1 BAP+ANA 2+1 

2 BAP+ANA 3+1.5 

3 BAP+ANA 4+2 

4 ANA+KINETINA 0.5+1 

5 ANA+KINETINA 1+2 

6 ANA+KINETINA 1.5+3 

7 BAP 2 

8 BAP 3 

9 BAP 4 

10 BAP 1 

11 BAP 2 

12 BAP 3 
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Tabla 3. Concentraciones de fitohormonas en diversas matrices utilizadas para formación de 

brotes en Ricinus communis  

 Tratamientos Regulador de crecimiento [mg/L] 

Matriz 2 1 TDZ+ANA 0.5+0.1 

2 TDZ+ANA 1.0+0.3 

3 TDZ+ANA 1.5+0.5 

4 TDZ+ANA 2.0+0.6 

5 TDZ+ANA 2.5+0.8 

Matriz 3 1 TDZ+ANA+BAP 0.5+0.1+0.5 

2 TDZ+ANA+BAP 1.0+0.3+0.5 

3 TDZ+ANA+BAP 1.5+0.5+0.5 

4 TDZ+ANA+BAP 2.0+0.6+0.5 

5 TDZ+ANA+BAP 2.5+0.8+0.5 

Matriz 4 1 mT 0.5 

2 mT 1.0 

3 mT 1.5 

4 mT 2.0 

5 mT 3.0 

6 mT+ANA 0.5+0.1 

7 mT+ANA 1.0+0.3 

8 mT+ANA 1.5+0.4 

9 mT+ANA 2.0+0.5 

10 mT+ANA 3.0+0.8 

11 mT+ANA+BAP 0.5+0.1+0.5 

12 mT+ANA+BAP 1.0+0.3+0.5 

13 mT+ANA+BAP 1.5+0.4+0.5 

14 mT+ANA+BAP 2.0+0.5+0.5 

15 mT+ANA+BAP 3.0+0.8+0.5 

 Control -------- -------- 

  

1.4.6. Aislamiento de protoplastos 

 

Para la obtención de protoplastos a partir de mesófilo, inicialmente se tomaron plantas in vitro de 

higuerilla (metodología descrita en la sección 1.4.2) y se dejaron en oscuridad por 24 horas. En 

cámara de flujo laminar se cortaron aproximadamente 0.3 gramos de hojas jóvenes (pesadas en 

balanza analítica) y se cortaron en tiras delgadas (2mm) usando un bisturí. Luego este material 
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vegetal fue pre-plasmolizado en 20ml de solución l, previamente esterilizada con filtro de 0.22 

micras, que contenía 3mM de CaCL.2H2O, 0.7mM de KH2PO4 con 0.5M de manitol y 5mM de 

MES (2N ácido etanosulfónico morfolino) a un pH de 5.6, en oscuridad y en agitación a 45 rpm a 

25°C por 1 hora. Luego para encontrar el tiempo de incubación y la concentración de enzimas 

adecuado para obtener una cantidad deseada y viabilidad por encima del 80%, se procedió a 

evaluar la concentración de diferentes enzimas y tiempo de exposición (Tabla 4), a un pH de 5.6, 

previamente esterilizada con filtro de 0.22 micras por 18 horas y en agitación a 50 rpm a 29°C. 

Las hojas digeridas se filtraron con un tamiz (cell dissociation sieve tissue grinder kit, sigma) de 

100 mesh (140µm) previamente esterilizado en autoclave y fueron colectado en tubos Falcon para 

centrifugar (Rotina 380 Hettich) por 5min a 1000rpm. El pellet de protoplastos se resuspendió en 

10ml de Plant protoplast digest/wash solution de Sigma-Aldrich, y se centrifugó por 5min a 

1000rpm. Se repitió este último paso de centrifugación una vez más. Para la obtención de 

protoplastos a partir de callos, los cuales se indujeron de hojas de plantas cultivadas in vitro 

(metodología descrita en la sección 1.4.3), se tomaron en cámara de flujo laminar 0.8 gramos 

(pesadas en balanza analítica). Posteriormente, se siguieron los mismos pasos usados a partir de 

mesófilo. Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento. 

La densidad de población de los protoplastos fue calculada en número de protoplastos/ml 

utilizando una cámara de Neubauer (Boeco-Germany), en microscopio (Zeiss Primo Star). La 

fórmula empleada fue: X*104 = protoplastos/ml. Donde X es el número promedio de protoplastos 

de los campos evaluados y 104 teniendo en cuenta la profundidad de la cámara de Neubauer 

(0.100mm). Para determinar la viabilidad de los protoplastos se utilizó el método de tinción con el 

colorante azul de Trypan (0.4%), el cual permite diferenciar las células viables (no teñidas) de las 

no viables (teñidas) (Tudses, Premjet, and Premjet 2014)  
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Tabla 4. Mezcla enzimática y tiempos de incubación evaluados para el aislamiento de 

protoplastos a partir de mesófilo en R. communis                   

Tratamientos Mezcla enzimática (p/v) Tiempo incubación 

(h) 

T1 Celulasa Aspergillus niguer 1% (Sigma-Aldrich, 

USA) 

8, 10, 12, 14, 16 y 18 

Pectinasa Aspergillus niguer 1% (Sigma-Aldrich, 

USA) 

Hemicelulasa Aspergillus niguer 0.15% (Sigma-

Aldrich, USA) 

T2 Celulasa Aspergillus niguer 2% (Sigma-Aldrich, 

USA) 

8, 10, 12, 14, 16 y 18 

Pectinasa Aspergillus niguer 2% (Sigma-Aldrich, 

USA) 

Hemicelulasa Aspergillus niguer 0.3% (Sigma-

Aldrich, USA) 

T3 Celulasa Aspergillus niguer 1.5% (Sigma-Aldrich, 

USA) 

8, 10, 12, 14, 16 y 18 

Peptinase Rhizopus sp 0.4% (Sigma-Aldrich, USA) 

T4 Cellulase “Onozuka” R-10 1.6% (Yakult 

Pharmaceutical ind. Co. Ltd, Japan) 

14,16 y 18 

Macerozyme R-10 0.8% (Yakult Pharmaceutical ind. 

Co. Ltd, Japan) 

 

 

 

1.4.6.1. Cultivo de protoplastos  

Los protoplastos obtenidos fueron inicialmente cultivados en medio líquido sin reguladores de 

crecimiento y aumentando la concentración de la sacarosa a 60g/L e incubados a 25°C 

aproximadamente en oscuridad por 7 días. Luego fueron cultivados en medio semisólido 

suplementado con 2mg/L de kinetina, 1.0mg/L de BAP (Bencil amino purina) y 1.0 mg/L de ANA 

(ácido naftalenacético) en oscuridad por 45 días para la inducción de callo. Para este procedimiento 

se hizo una mezcla de la suspensión de protoplastos con el medio de cultivo semisólido a una 

temperatura aproximadamente de 36°C, de tal manera que se generara una mezcla donde los 

protoplastos quedaran embebidos en la matriz del medio. Después, los pequeños callos que se 

visualizaban fueron subcultivados acorde a la metodología descrita en la sección 1.4.3.1.    
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1.4.7. Diseño experimental y análisis estadístico de las matrices para organogénesis callos 

de Higuerilla y para obtención de protoplastos.  

El diseño para la formación de brotes a través de organogénesis indirecta en callos de higuerilla 

consistió en un diseño unifactorial, en el cual el factor de estudio fueron los tratamientos evaluados 

y cada nivel de los tratamientos eran las diferentes concentraciones hormonales que tenía el medio 

de cultivo. Para las matrices, cada uno de los tratamientos tenía 10 réplicas y dentro de cada réplica 

habían 3 pseudoreplicas. Cada uno de los callos se eligió aleatoriamente para ser sometidos al 

proceso de formación de brotes. 

Para el análisis estadístico, se contemplaron cómo variables de respuesta lo siguiente. En la matriz 

1 se analizaba crecimiento (cm), peso (g), coloración y textura. Para las matrices 2, 3 y 4 las 

variables respuesta solo fueron coloración y textura. Estos resultados se analizaron 

estadísticamente por medio de un análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 

95% y la diferencia entre las medias de los tratamientos fue estimada con el análisis de rangos 

múltiples LSD usando el software Statgraphics Centurion XVIII (Statgraphics Technologies, Inc. 

USA). Para la evaluación de las variables categóricas como lo es color y textura, se realizaron 

tablas de contingencia y estás fueron evaluadas por medio del test de Chi cuadrado con un nivel 

de confianza del 95%, esto se hizo con la finalidad de establecer diferencias entre los tratamientos 

de las diferentes matrices.  

El diseño para el aislamiento de protoplastos de higuerilla consistió en un diseño unifactorial, en 

el cual el factor de estudio fueron los tratamientos evaluados y cada nivel de los tratamientos eran 

las diferentes concentraciones enzimáticas que tenían las soluciones de digestión y el tiempo de 

digestión. Para cada uno de los tratamientos evaluados se realizaron 3 réplicas. 

Para el análisis estadístico, se contemplaron cómo variables de respuesta el número de protoplastos 

obtenido por ml de solución y el porcentaje de viabilidad. Estos resultados se analizaron 

estadísticamente por medio de un análisis de varianza (ANOVA-one way) con un nivel de 

confianza del 95% y la diferencia entre las medias de los tratamientos fue estimada con el análisis 

de rangos múltiples LSD usando el software Statgraphics Centurion XVIII.  

 

1.4.8. Establecimiento in vitro de Ricinus communis para obtención de epicótilos y la 

subsecuente regeneración de plántulas. 

 

De manera paralela, a partir de las plantas obtenidas in vitro (acorde a la metodología descrita en 

la sección 1.4.2), se obtuvo epicótilos y fueron usados para establecer una metodología de 

regeneración de plantas a partir de los mismos. Estos epicótilos fueron utilizados como material 

vegetal para transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens (Capitulo 3). 
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1.4.8.1.Inducción de brotes a partir de epicótilos. 

Se tomaron plántulas de dos semanas que estaban en medio de elongación y se cortó la raíz, hojas 

y ápice. Posteriormente se ubicó en un medio basal WPM (2.4 g/L) suplementado con sucrosa (45 

g/L), caseína (150 g/L), agua de coco (10 ml/L), ácido cítrico (50 mg/L), sulfato cúprico (0.5 

mg/L), glutamina (50 mg/L), Arginina (14.8 mg/L), Adenina (24.8 mg/L), nitrato de plata 

(AgNO3) 20 µm, Fitagel (1.8 g/L) y carbón activado (1.5 g/L). Este medio contenía 6-N- 

Bencilaminopurina (BAP), ácido naftalenacético (ANA) y ácido giberélico (GA3) en las siguientes 

concentraciones respectivamente 3 mg/L, 1.5 mg/L y 1 mg/L. El medio fue suplementado con 

antibióticos de selección, Higrominicina B (10 mg/L) (PhytoTechnology Laboratories®, USA) y 

cefotaxime (250 mg/L) (PhytoTechnology Laboratories®, USA), esté último se usó para combatir 

la posible contaminación por Agrobacterium tumefaciens en el medio de cultivo. Cada epicótilo 

se sub-cultivó cada dos semanas. Nota. Después de los primeros 15 días del primer subcultivo, el 

medio dónde se pasaba el epicótilo se le aumentaba la concentración de Higromicina B a 20 mg/L. 

 

1.5. Resultados  

 

1.5.1. Inducción y multiplicación de callos.  

Durante la inducción de callo a partir de mesófilo de Ricinus communis se obtuvo un porcentaje 

promedio por explante y el tipo de callo, presentados en la tabla 5. Allí es posible evidenciar que 

con los diferentes tratamientos el porcentaje de callos obtenidos osciló entre 0% y 77.22%, con 

callos que presentaban características nodulares y friables. De los tratamientos evaluados, en el 

tratamiento 4 solo ocurrió un encorvamiento de la hoja y hubo formación de pequeños puntos de 

callo (figura 3B). En el resto de los tratamientos hormonales, el callo solo se formó en los cortes 

realizados en las hojas, con mayor proliferación en el tratamiento 9 (figura 3C) (Tabla 5).  

De los 11 tratamientos evaluados para la inducción de callo, el análisis estadístico mostró que 

existen diferencias significativas entre ellos, es decir, el porcentaje de callo en cada tratamiento es 

diferente. Los tratamientos influyeron de manera independiente en el porcentaje de callo producido 

sobre los explantes de hoja, siendo el tratamiento 9 el que formó el mayor porcentaje de callo sobre 

las hojas (77%), seguido del tratamiento 7 formando un 56% de callo. Aunque el porcentaje de 

inducción de callo en estos últimos tratamientos presentaron diferencias significativas, siendo el 

tratamiento 9 el que alcanzó el mayor porcentaje de callo, características tan importantes para el 

objetivo final que es la obtención de protoplastos, como la friabilidad y la coloración de los callos, 

fueron los indicadores de respuesta que más tuvo peso para decidir sobre los tratamientos, siendo 

el tratamiento 7 el mejor. 
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Tabla 5. Porcentaje de inducción de callo formado a partir de hojas en diferentes tratamientos 

hormonales. 

Tratamientos Porcentaje promedio de 

callo por explante 

Tipo de callo 

1 43.33 b Nodular 

2 26.39 c Nodular 

3 16.39 d Nodular 

4 9.72d Friable 

5 18.06 d Friable 

6 34.58 c Nodular 

7 55.56b Friable 

8 0e No formación 

9 77.22a Nodular 

10 27.08c Friable 

Control 0e No formación 

Los valores asociados con letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0.05). 

 

De acuerdo con los resultados y análisis obtenidos en la etapa de inducción de callo, para continuar 

con la fase de multiplicación se eligieron los tratamientos 7, 9 y 10 y la condición siguió siendo la 

oscuridad. Según el análisis estadístico, el tratamiento que tuvo mayor efecto sobre la 

multiplicación de los callos, es decir, el que generó una mayor diferencia de peso en los callos, fue 

el 9, pero al evaluar las características se comprobó que, aunque estos callos eran más grandes 

seguían siendo nodulares con consistencia dura. Por el contrario, el tratamiento 7 luego de la 

segunda multiplicación, el callo presentó una mayor friabilidad (figura 3E) (Tabla 6), por lo tanto, 

se decidió escoger el tratamiento 7 para la multiplicación de los callos fuente de material para el 

aislamiento de protoplastos. 

Tabla 6. Diferencia de peso (g) y tipo de callo en cada uno de los 3 tratamientos evaluados en R. 

communis 

Tratamientos Peso (g) Tipo de callo 

 

7 

 

0.71b 

 

friable 

 

9 

 

0.9a 

 

nodular 

 

10 

 

0.32c 

 

friable 

Los valores asociados con letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0.05). 
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Figura 3. A. Hojas jóvenes de plantas in vitro de R. communis sembradas por el envés. B. 

Encorvamiento de la hoja con formación de pequeños puntos de callos en tratamiento 2. C. 

Proliferación de callo en el tratamiento 1. D. Necrosis de las hojas en el tratamiento 8. E. 

Proliferación de callo en la fase de multiplicación de callos. F. Fenolización de algunos callos en 

etapa de multiplicación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.1.1.Inducción de brotes a partir de callos nodulares  

Al conseguir una cantidad apropiada de callos (a partir de hojas) mencionados anteriormente, se 

cultivaron los callos para que estos se tornaron de contextura nodular y así adecuar los callos para 

la regeneración vía organogénesis. Diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento se 

utilizaron para lograr las variables de respuesta deseadas (ver tabla 2 y 3). 

Los callos fueron expuestos a las condiciones mencionadas en la matriz 1, durante cuatro meses, 

con sub-cultivo cada 15 días. En la tabla 7 se resume el resultado para cada una de las variables 

evaluadas durante ese periodo.  

 

 

 

 

 

A B C 

D E F 

A B C 

D E F 
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Tabla 7. Respuesta de los callos de R. communis a diferentes tratamientos hormonales para la 

regeneración. 

Matriz 1 

Tratamiento 

Crecimiento 

(cm) 

Peso (g) Coloración Tipo de callo 

1 1.947 2.823 Café Disgregado 

2 1.678 3.294 Café Disgregado 

3 1.486 2.698 Verde café Duro compacto 

4 2.019 3.15 Verde Friable 

5 1.94 3.846 Café Duro compacto 

6 1.69 3.004 Verde café Duro compacto 

7 1.908 3.636 Verde café Disgregado 

8 0.765 2.083 Verde café Disgregado 

9 1.276 2.460 Café Disgregado 

10 1.07 2.294 Café Disgregado 

11 0.998 2.111 Café Disgregado 

12 0.974 2.336 Café Disgregado 

 

Los tratamientos 3, 5 y 6 fueron los que mejor respondieron con respecto a la formación de callos 

verdes (algunos con tonos un poco café) con consistencia dura y compacta. Para la etapa de 

formación de callos nodulares, en cada uno de los tratamientos de la tabla 2, se obtuvieron tamaños 

variables de callos que estaban entre 0.765 cm y 1.019 cm, con respecto al peso, el tratamiento 8 

fue el que mostro el menor valor (2.083 g) y el tratamiento 5 logro un mayor peso con 3.846 g. La 

coloración se catalogó en 3 colores, Café, verde café y verde, de los cuales para la mayoría de los 

tratamientos fue café (tratamientos 1, 2, 5, 9, 10, 11 y 12) y el único que logro la coloración verde 

deseada fue el tratamiento 4. Con respecto al tipo de callo, los rangos de textura se encontraban 

entre friable y duro compacto, solo 3 tratamientos lograron la textura deseada de duro compacto 

(tratamientos 3, 5 y 6) 

El aspecto de los callos en la matriz 1, se observa en la figura 4, y la imagen que corresponde a la 

letra D, muestra un callo con las condiciones deseadas para esta matriz en particular, que es un 

tipo de callo verde con textura dura y compacta 
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Figura 4. Formación de callos compactos de la matriz 1. A callo embriogénico friable. B y C 

callos disgregados. D callo duro compacto. 

 

 

 

Después de seleccionar los callos con las condiciones deseadas de coloración y textura, estos se 

someten a las matrices 2, 3 y 4 durante 6 meses con sub-cultivos cada 15 días, para la formación 

de brotes (ver tabla 3). Los resultados de cada uno de estos tratamientos se reflejan en la siguiente 

tabla.  
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Tabla 8. Respuesta de los callos a diferentes tratamientos hormonales para la formación de 

brotes. 

Matriz Tratamientos Coloración Tipo de callo 

Matriz 2 1 Café  Friable 

2 Café  Friable 

3 Verde-café Duro compacto 

4 Verde- café Friable 

5 Verde-café Duro compacto 

Matriz 3 1 Verde-café Duro compacto 

2 Verde-café Duro compacto 

3 Verde-café Duro compacto 

4 Verde-café Friable 

5 Verde-café Duro compacto 

Matriz 4 1 Verde-café Duro compacto 

2 Verde-café Duro compacto 

3 Verde-café Duro-compacto 

4 Verde-café Duro-compacto 

5 Verde-café Friable 

6 Verde-café Duro-compacto 

7 Verde-café Duro-compacto 

8 Verde claro Duro-compacto 

9 Verde-café Duro-compacto 

10 Verde-café Duro-compacto 

11 Verde-café Friable 

12 Verde-café Duro-compacto 

13 Verde-café Duro-compacto 

14 Verde-café Friable 

15 Verde-café Duro-compacto 

 Control -------- -------- 

 

La tabla 8 presenta los resultados después de someter los callos elegidos en la matriz #1 a las 

concentraciones de fitohormonas de la tabla 3. Al momento de evaluar el parámetro de coloración, 

se encontraron callos que tenían coloración café y otros con tonos verdes con pequeñas transiciones 

al color café, este último color fue el que predomino en la mayoría de los tratamientos, con 

excepción de los tratamientos 1 y 2 de la matriz #2. La textura ideal del callo que se pretendía 
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lograr en estas matrices era aquella que fuese muy compacta y dura, con poca fenolización, las 

matrices #2, #3 y #4 cumplieron con este objetivo, pero en algunos tratamientos los callos 

presentaban texturas friables, que imposibilitaban pasar a una fase de organogénesis. De todas las 

matrices evaluadas, la #4 fue la que presentó mejores resultados para lograr un tipo de callo con 

características organogénicas (ver figura 5). 

La figura 5, muestra la textura y coloración de los callos que se logró en la matriz 4 que contenía 

meta Topolina, los callos son compactos, nodulares y de coloración verdosa, un buen indicador 

para llegar a un proceso de organogénesis.  

 

Figura 5. A, B y C Callos duros y compactos obtenidos en la matriz 4 para la formación de 

brotes.   

 

 

 

 

1.5.2. Aislamiento protoplastos de R. communis 

La metodología finalmente obtenida y estandarizada para la obtención de protoplastos a partir de 

mesófilo de Ricinus communis se resume en la figura 6. En esta figura se muestra como a partir de 

hojas de plantas in vitro de R. communis, se hacen cortes de manera transversal en tiras de 2 mm, 

posteriormente se dejan en la solución enzimática que contiene 1.6% de Celulasa Onozuka R-10 

y 0.8% de Macerozyma R-10, y se deja en agitación a 20°C, 50 rpm por 16 horas en oscuridad. 

Finalmente, la solución se filtra y se realizan centrifugaciones para hacer los respectivos lavados 

y colectar los protoplastos. La misma metodología se empleó para cada uno de los tratamientos 

evaluados con cada una de las variaciones a nivel de concentración de enzimas.  
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Figura 6. Metodología para 

obtención de protoplastos a 

partir de mesófilo de plantas 

de Ricinus communis 

haciendo uso de las enzimas 

Celulasa R-10 y Macerozyma 

R-10. 
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Tras evaluar cada uno de los tratamientos y medir las variables de respuesta de número de 

protoplastos por mililitro de solución y viabilidad de las células obtenidas, se obtuvo los siguientes 

resultados.  

El tratamiento #4, que contenía 1.6% de Celulasa y 0.8% de Macerozyma, con 16 horas de 

incubación, fue la mejor condición para lograr un alto contenido de protoplastos (144.35x104 

protoplastos/ml) con un alto porcentaje de viabilidad (95%) (Ver Tabla 9). Por otro lado, para este 

mismo tratamiento, pero con 14 horas de incubación, se logró un mayor porcentaje de viabilidad 

(96%) pero con menor concentración de protoplastos (84.75×104). El tratamiento #3 que contenía 

1.5% de Celulasa Aspergillus niguer y 0.4% de Peptinase Rhizopus sp con 8 horas de incubación 

fue el que menor concentración de protoplastos/ml arrojo (0.63×104) con una viabilidad del 89%. 

De igual forma, en esta investigación se evaluaron tratamientos enzimáticos para obtener 

protoplastos a partir de tejido de callos, pruebas que resultaron no exitosas, tal como lo muestra la 

figura 2, que también muestra las células obtenidas con los tratamientos 1, 2 y 3. Para este caso, 

las células que se obtuvieron después del proceso enzimático en tejido de callo son alargadas y 

parenquimatosas, lo que no coincide con lo reportado por (Tudses, Premjet, and Premjet 2014), en 

donde los protoplastos obtenidos a partir de callos son incoloros, de forma esférica y más grandes 

que los de mesófilo (Ver figura 7a). 
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Tabla 9. Mezcla enzimática de fitohormonas y tiempos de incubación evaluadas para el 

aislamiento de protoplastos a partir de mesófilo. 

Tratamiento Tiempo de 

incubación (horas) 

Número de 

protoplastos por ml 

Viabilidad(%) 

T1 8 0.73×104 88% 

10 7.65×104 86.2% 

12 11.4×104 84.7% 

14 13.3 x 104 74% 

16 19.5×104 71% 

18 33.5 x 104 56% 

T2 8 0.82×104 87.6% 

10 9.4×104 84.2% 

12 15.7×104 83.7% 

14 18.7 x 104 75% 

16 22.5×104 60% 

18 38 x 104 58% 

T3 8 0.63×104 89% 

10 3.6 ×104 87.4% 

12 8.7×104 87% 

14 9.2×104 83% 

16 9.8×104 81.6% 

18 10.3×104 81.2% 

T4 14 84.75×104 96% 

16 144.35x 104 95% 

18 93.43x 104 80% 
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Figura 7. A. Visualización de células de callos de R. communis aisladas mediante digestión 

enzimática. 40x. B. Células de mesófilo de R. communis de los tratamientos enzimáticos 1, 2 y 3. 

40x. 

 

 

Caso contrario es la figura 8, que muestra las células obtenidas con el tratamiento 4 (ver tabla 4) 

que según la figura 9, muestra que fue el mejor tratamiento, puesto que se observó células 

individualizadas, de forma esférica, de color verde y con un aspecto turgente, con un tamaño entre 

30 y 50 µm (Tudses, Premjet, and Premjet 2014). 

 

 

 

 

 

 



Capítulo I.  
Cultivo in vitro de Ricinus communis 

45 

 
 

 

Figura 8. A y B. Células de mesófilo de R. communis obtenidas del tratamiento enzimático 4 

(1.6% de Celulasa y 0.8% de Macerozyma, con 16 horas de incubación a 29°C, ver tabla 1) 

Objetivo 40x 
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La figura 9 muestra la obtención de protoplastos por ml en cada uno de los tratamientos enunciados 

en la tabla 4 (barras amarillas), así mismo, se contrasta esta obtención de protoplastos con la 

viabilidad (%) (barras verdes) durante las horas de digestión con las concentraciones enzimáticas. 

Se evidencia una vez más que el mejor tratamiento para obtener una mayor producción de 

protoplastos con un buen porcentaje de viabilidad se encuentra en el tratamiento #4 con 1.6% de 

Celulasa y 0.8% de Macerozyma, con 16 horas de incubación 

 

Figura 9. Gráfica de obtención y viabilidad de los protoplastos obtenidos a partir de mesófilo de 

R. communis. 

 

 

1.5.2.1.Cultivo de protoplastos de R. communis 

Después de aislar los protoplastos, siguiendo las condiciones establecidas en el tratamiento 4 

(elegido el tratamiento ideal), se procedió a cultivarlos protoplastos en medio líquido para 

formación de callos y para posteriormente ser transferidos a la matriz correspondiente para la 

formación de microcallos y así, obtener callos embriogénicos (ver figura 10)  

Durante el proceso de cultivo de los protoplastos, se evidenció alta contaminación del medio por 

crecimiento bacteriano y algunos casos por hongos, probablemente por la alta humedad que 

albergaban las cajas Petri que contenían los protoplastos en cultivo, sin embargo, se obtuvieron 

formación de pequeños callos que nos permitieron conectarlos con la metodología de la sección 

1.4.3.  
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Figura 10.  A y B. Pequeñas colonias de microcallos de Ricinus communis formados a partir de 

protoplastos de mesófilo.  

 

 

 

1.5.3. Análisis estadístico de las matrices para organogénesis callos de Higuerilla y para 

obtención de protoplastos.  

 

1.5.3.1.Análisis estadístico de matrices organogénesis callos R. communis 

Después de la recolección de datos proveniente de cada una de las matrices para la organogénesis 

de callos de Higuerilla, se sometieron al análisis estadístico enunciado en la metodología. Los 

datos se procesaron en el software Statgraphics Centurion XVIII. 
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a. Análisis estadístico matriz 1. 

Figura 11. Gráfica de diagrama de frecuencia para la coloración de la matriz 1. 

La Figura 11 representa el analisis de datos categóricos evaluados mediante tablas de contingencia, 

el analisis de  independencia realizado por el test de Chi cuadrado con un nivel de confianza del 

95% (valor P: 0.0003) (n=180). Se evidencia que el tratamiento 4 presenta mayor frecuencia de 

callos con color café, mientras que el tratamiento 11 tiene presento la mayor frecuencia de callos 

con color café, lo que podria indicar mayores frecuencias de fenolización.  

 

Figura 12. Gráfica de diagrama de frecuencia para la textura de la matriz 1. 

 

La gráfica  de la figura 12 representa el analisis de datos categoricos evaluados mediante tablas de 

contingencia, el analisis de  independencia realizado por el test de Chi cuadrado con un nivel de 

confianza del 95% (valor P: 0.0004) (n=180) 
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Para las tablas de contingencia realizadas para la primera matriz con sus variables de respuesta 

categóricas, se puede observar que para ambos casos el valor P de la prueba de Chi cuadrado es 

menor que el valor α de 0.05, lo que indica que se rechaza la hipótesis nula que asegura 

independencia entre las variables y se acepta el hecho de que existe una asociación entre el 

tratamiento con la respuesta obtenida, con un nivel de confianza del 95% 

Las figuras 13 y 14 representan los resultados de las pruebas de rangos múltiples con el test LSD 

para las variables de respuesta de peso y crecimiento, respectivamente, para identificar cuales 

medias son significativamente diferentes de otras en cada uno de los tratamientos. Para el caso del 

peso de los callos de la matriz #1, se identifican 4 grupos homogéneos según las letras en la parte 

superior de las columnas, y en la figura 14, que corresponde al crecimiento de los callos se 

identifican 5 grupos homogéneo. No existen diferencias estadísticamente significativas en las 

medias de aquellos tratamientos que comparten la misma letra.  

Figura 13. Gráfica para la media del peso en gramos para cada uno de los tratamientos de la 

matriz 1. (Presentados en la tabla 8) 

 

 

Los valores asociados a letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0.05) 
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Figura 14. Gráfica para la media del crecimiento en centímetros de los callos en cada uno de los 

tratamientos de la matriz 1 (presentados en la tabla 8)  

 

Los valores asociados a letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0.05) 

 

b. Análisis estadístico matriz 2 

Las gráficas de las figuras 15 y 16  representan el analisis de datos categoricos evaluados mediante 

tablas de contingencia, el analisis de  independencia realizado por el test de Chi cuadrado con un 

nivel de confianza del 95% (N=50). 

Para las tablas de contingencia realizadas para la segunda matriz con sus variables de respuesta 

categóricas, se puede observar que para ambos casos el valor P de la prueba de Chi cuadrado es 

mayor que el valor α de 0.05, 0.1633 y 0.0765 para coloración y textura respectivamente, lo que 

indica que se acepta la hipotesis nula que asegura independencia entre las variables con un nivel 

de confianza del 95%, lo anterior indica que las variables de respuesta observadas pueden ser 

independientes a los tratamientos aplicados, por lo tanto, las observaciones en la coloración y 

textura al de los callos sometidos a esta matriz puede ser gracias a las concentraciones de 

fitohormonas evaluadas o a cualquier factor externo no contemplado.  
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Figura 15. Gráfica de diagrama de frecuencia para la textura de la matriz 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Gráfica de diagrama de frecuencia para la textura de la matriz 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Análisis estadístico matriz 3 

La gráficas de las figuras 17 y 18, representan el analisis de datos categoricos evaluados mediante 

tablas de contingencia, el analisis de  independencia realizado por el test de Chi cuadrado con un 

nivel de confianza del 95% (N=50) 

Las tablas de contingencia realizadas para matriz 3 con sus variables de respuesta categóricas, se 

puede observar que para ambos casos el valor P de la prueba de Chi cuadrado es mayor que el 

valor α de 0.05, 0.4307 y 0.5039 para coloración y textura de los callos respectivamente, lo que 

indica que bajo un nivel de confianza del 95%, las variables de respuesta observadas pueden ser 

independientes a los tratamientos hormonales aplicados.  Al igual que en la matriz #2, se 

Valor p=0.1633 

Valor p=0.0765 
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obtuvieron valores P mayores al α, explica el mismo fenómeno de que las características de 

coloración y textura de los callos sometidos a las concentraciones de fitohormonas de la matriz #3 

puede ser gracias a éstas o a algún factor externo que este influyendo en los cambios de estos 

parámetros.  

 

Figura 17. Gráfica de diagrama de frecuencia para la textura de la matriz 3. 

 

Figura 18. Gráfica de diagrama de frecuencia para la textura de la matriz 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Valor p=0.4307 

Valor p=0.5039 
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d. Análisis estadístico matriz 4 

La gráficas para las figuras 19 y 20, representan el analisis de datos categoricos evaluados mediante 

tablas de contingencia, el analisis de  independencia realizado por el test de Chi cuadrado con un 

nivel de confianza del 95% (N=150) 

Las tablas de contingencia para la matriz 4, nos presentan que los valores P son menores al valor 

α de 0.05, lo cual nos indica que los tratamientos hormonales aplicados a los callos tienen un efecto 

asociado a las variables respuesta de coloración y textura bajo un 95% de probabilidad. En la 

matriz #4, encontramos un comportamiento diferente a las matrices #2 y #3, puesto que al obtener 

valores P menores al α, estamos asegurando con un 95% de confianza que los diferentes 

tratamientos de esta matriz están influyendo en el cambio de coloración y textura de cada uno de 

los callos. 

Figura 19. Gráfica de diagrama de frecuencia para la textura de la matriz 4. 

 

Figura 20. Gráfica de diagrama de frecuencia para la textura de la matriz 4. 

 

 

Valor p=0.0066 

Valor p=0.0027 
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1.5.3.2.Análisis estadístico para obtención de protoplastos 

Posteriormente, se analizó los datos de las variables de respuesta para la obtención de protoplastos, 

procesando los datos de manera estadística por medio de un análisis de varianza (ANOVA-one 

way) con un nivel de confianza del 95% y la diferencia entre las medias de los tratamientos fue 

estimada con el análisis de rangos múltiples LSD usando el software Statgraphics Centurion 

XVIII.  

La figura 21 representa los resultados obtenidos luego de realizar el análisis LSD, aquí se muestra 

que la media para una mayor obtención de protoplastos por ml fue mayor para el tratamiento 4. 

Los tratamientos 1, 2 y 3 tienen media de producción de protoplastos similares y difieren del 

tratamiento 4 con un nivel de confianza del 95% 

 

Figura 21. Gráfica de media de producción de protoplastos obtenidos a partir de mesófilo de R. 

communis. 

 

Los valores asociados con letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0.05). 

 

1.6. Discusión  

 

1.6.1. Efecto de diferentes combinaciones hormonales sobre la inducción y multiplicación 

de callo a partir de mesófilo de R. communis.  

En la etapa de inducción de callos los tratamientos evaluados, algunos callos se tornaron oscuros 

en la superficie en contacto con el medio de cultivo, después de 20 días de cultivo (figura 3F). Este 

pardeamiento, según Sánchez y Salaverría (2004), posiblemente se deba a la biosíntesis de 

compuestos fenólicos y esto pudo haberse aumentado por la demora en el proceso de replicación 

(exposición en nuevos medios de cultivo), así como por la exposición de los callos a temperaturas 

mayores de 25ºC o por una concentración elevada de los reguladores de crecimiento. Generalmente 

Valor p<0.0001 
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luego de ocurrir el ennegrecimiento del tejido se produce la necrosis del explante. Es por esta razón 

que se decidió que los subcultivos fueran cada 15 días para reducir la fenolización de los explantes.  

El color de los callos en oscuridad al principio tenía una tonalidad blanquecina, sin embargo, 

después de los subcultivos se fue tornando el callo de un color café claro. En el tratamiento sin 

hormonas (control), las hojas respondieron inicialmente de igual manera que las hojas en presencia 

de hormonas, las hojas sufrieron un encorvamiento, lo cual es característico de las hojas expuestas 

a reguladores de crecimiento y esto se debe posiblemente a la concentración de hormonas (auxinas 

y citoquininas) endógenas (Roca W.M & Mroginski L.A, 1991). En contraste con los otros 

tratamientos, en el control no hubo formación de callo. 

Los explantes en el tratamiento 8 no formaron callo o formaron muy poco, esto indica que la alta 

concentración de las hormonas utilizadas no favorece el proceso de desdiferenciación, por el 

contrario, produce la necrosis del explante después de trascurrido 45 días de cultivo (figura 3D). 

Posiblemente para la variedad de higuerilla evaluada esta alta concentración de diferentes 

citoquininas combinadas puede ser tóxico. 

 

1.6.2. Inducción de brotes a partir de callos de R. communis. 

En este trabajo se evaluaron varios tipos de concentraciones de citoquinina por su capacidad de 

inducir brotes a partir de callo, evaluando también la meta-topolina (mT), una citoquinina 

originalmente aislada de las hojas de la planta Populus x robusta (Horgan et al. 1975). Esta 

hormona ha sido reportada recientemente por ser efectiva para la regeneración tanto directa como 

indirecta en diferentes especies (Vijayakumar et al. 2017; Chauhan and Taylor 2018; Solórzano-

Cascante, Sánchez-Chiang, and Jiménez 2018). 

En este trabajo, durante la evaluación de los diferentes tratamientos para formación de callo 

organogénico, se identificaron diferentes colores y texturas en los callos (Figura 4 y 5) (Tabla 7 y 

8), sin embargo, solo los callos verdes con consistencia dura y compacta se obtuvo en pocos 

tratamientos (3, 5 y 6) (Tabla 8). Para el caso de las tres matrices para la formación de brotes por 

organogénesis indirecta, los tratamientos más prometedores que conservaban un callo compacto y 

nodular fueron los de la matriz 4 (tabla 8) (Figura 5). Aunque en esta investigación los callos 

obtenidos fueron similares a lo reportado por Kumari et al, 2008, este tipo de callo no regeneró 

brotes (Figura 5). Esto se debe principalmente a la recalcitrancia de esta especie como se ha 

reportado en varios artículos, por lo tanto, diferentes técnicas del cultivo in vitro son poco exitosos 

y reproducibles.  

Los diferentes resultados de tratamientos para la formación de callo organogénico se sometieron a   

análisis estadísticos para cada una de las matrices. Para la matriz 1, que corresponde a la generación 

de callos compactos, existe una relación directa entre los tratamientos hormonales y las variables 

respuesta ya que los valores p ≤ 0.05, para el caso del peso de los callos, los tratamientos 8, 10, 11 

y 12 pertenecen a un mismo grupo y son los que junto al tratamiento 9, presentan menor peso. En 

la variable de crecimiento ocurre el mismo panorama que en el peso, porque los tratamientos 8, 9, 
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10, 11 y 12 presentan los valores más inferiores. Al momento de analizar los datos para las matrices 

de formación de callos organogénicos, es de particular interés que las matrices 2 y 3 presentaron 

valores p > 0.05 para la prueba de Chi cuadrado, lo que nos estaría indicando que posiblemente el 

efecto de las hormonas utilizadas (TDZ, ANA, BAP) para estos tratamientos no tengas un efecto 

directo en el cambio de coloración y textura de los callos. Caso contrario se observa en la matriz 

4, donde se presentan valores p < 0.05, y nos indica que en efecto las diferentes concentraciones 

de hormonas en los tratamientos si parecieran tener un efecto en la variable respuesta de coloración 

y textura, aquí lo importante es resaltar que la hormona que difiere a las otras dos matrices 

anteriores es la mT, que se ha reportado como exitosa para el caso de la yuca (Chauhan and Taylor 

2018) pero poco en otras Euphorbiaceae (Amoo, Finnie, and van Staden 2011; Baghel and Bansal 

2015; Aremu et al. 2012). Resulta de gran interés el uso de esta citoquinina en cultivo in vitro de 

Ricinus communis para adelantar estudios a nivel de regeneración y formación de brotes.  

 

1.6.3. Aislamiento de protoplastos 

En el aislamiento de protoplastos el tiempo de digestión y el osmótico puede afectar el rendimiento 

y la viabilidad, en algunos casos, los protoplastos aislados pueden perder la capacidad de regenerar 

la pared y dividirse. Por lo tanto, se debe buscar la concentración y la enzima lítica adecuada para 

degradar la pared celular, así como mantener la presión osmótica para obtener protoplastos viables 

(Mroginski and Roca 1991)  

El tipo y estado fisiológico de la fuente de protoplastos son factores críticos que pueden influir de 

sobremanera en el éxito del procedimiento de aislamiento y cultivo de protoplastos. Para el 

aislamiento, es necesario utilizar células de tejidos en crecimiento activo, además dejar el tejido 

vegetal en oscuridad permite menor fijación de carbono en la pared celular y reduce la cantidad de 

almidón, el cual hace difícil el ajuste osmótico. El material vegetal más reportado para el 

aislamiento de protoplastos ha sido mesófilo. Éste se ha reportado en especies como Arabidopsis 

thaliana (Yoo, Cho, and Sheen 2007), Cucumis sativus (Huang et al., 2013), Zea Mays (Chen et 

al. 2015), Prumus avium (Yao et al. 2016), Glycine max (Amin et al. 2018). Para la familia 

Euphorbiaceae, los mayores reportes han sido para yuca (Manihot esculenta) (Wu et al. 2017),  

Euphorbia pulccherrima (Pitzschke and Persak 2012) y Jatropha curcas (Tudses, Premjet, and 

Premjet 2015). Para nuestro objetivo de lograr aislar protoplastos de Ricinus communis, las hojas 

y callos fueron usados como explantes iniciales (Tudses et al, 2014;), por ser un protocolo que se 

han reportado para otras especies como fáciles y replicables.  

En esta investigación, se usó una solución plasmolizante reportada por (Wu et al. 2017), con el 

objeto de ayudar a recoger el citoplasma y así evitar que el protoplasto se dañe(Pierik 1990). La 

concentración reportada por Wu et al. (2017) fue la adecuada para esta variedad, por consiguiente, 

aunque se cambió la concentración de enzimas y tiempo de incubación, se continuó con la solución 

plasmolizante en todos los ensayos. 
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La duración adecuada para aislar protoplastos depende de la complejidad de la pared celular, la 

composición enzimática y la temperatura de incubación, que por lo general es de 25-30°C (Tudses 

et al, 2014; Tang et al, 2019). Los resultados de este trabajo concuerdan con los obtenidos por 

Tudses et al, 2014, los cuales realizaron aislamiento de protoplastos en las especies de Jatropha 

curcas y Ricinus communis a partir de soluciones con diferentes concentraciones enzimáticas y en 

diferentes tiempos de incubación; puesto que en cuanto  a todos los tratamientos evaluados se 

encontró que, a mayor tiempo de incubación se presentaba un alto porcentaje de células dañadas, 

al parecer las enzimas degradaron tanto las proteínas de la pared celular como las proteínas de la 

membrana celular (Tabla 9). Por el contrario, en todos los tratamientos a menor tiempo de 

incubación se encontró un número de protoplastos bajo y es coherente con lo reportado por Tudses 

et al, 2014 y Ying et al, 2019 (Tabla 9), esto se debe a que las hojas de higuerilla tienen una cutícula 

y paredes gruesas, que en parte podría haber obstaculizado el proceso de la digestión de la pared 

celular (Borgato et al., 2007).  

Las células encontradas en el aislamiento de los protoplastos eran la mayoría de las células 

parenquimatosas, las cuales se caracterizan por ser mucho más grandes que las células 

meristemáticas y con paredes primarias delgadas (Fehér 2019). En general los protoplastos a partir 

de hojas eran esféricos, ricos en cloroplastos y de color verde (Figura 8). También se observó que 

algunas células no eran completamente redondas (Figura 7), esto probablemente debido a que las 

enzimas no degradaron completamente la pared celular. 

 

La composición de la solución enzimática tuvo un efecto significante en la cantidad de protoplastos 

obtenidos y la viabilidad (Tabla 9, figura 9). El tratamiento que consiguió el mayor número de 

protoplastos fue el tratamiento 4 (figura 4) que tiene una concentración enzimática de 1.6% de 

Cellulase "Onozuka" R-10 y 0.8% de Macerozyme R-10 con 16 horas de incubación, 

obteniendo144.35x 104 protoplastos/ml y con una viabilidad de 95%. Estos resultados demuestran 

una mayor cantidad de protoplastos obtenidos por gramo de tejido fresco de hoja en R. communis, 

al ser comparados con las investigaciones de Tudses et al, 2014 y Tang et al, 2019, los cuales 

reportaron concentraciones de protoplastos de 8.5 105 y 1.19x 106 , respectivamente, con menor 

tiempo de incubación (11h y 1.3h respectivamente) en la variedad evaluada, demostrando que la 

respuesta es genotipo dependiente.     

Aunque los tiempos de incubación para producir protoplastos en Euforbiáceas es muy variable 

(1h-18h)  (Nishimura and Beevers n.d.; Y. Liu et al. 2019). En esta investigación se encontró que 

el tiempo ideal de incubación con las enzimas obtenido se encuentra en el rango promedio que se 

ha reportado en los artículos, en los cuales afirman que el tiempo para completar la liberación de 

los protoplastos varía entre 11 y 18 horas, dependiendo de la variedad evaluada (Tudses et al, 2014; 

Chandran and Sujatha, 1996). 

De otro lado, como material inicial para el aislamiento de protoplastos a partir de callos friables, 

se utilizaron los callos que se encontraban en la fase exponencial de crecimiento, es decir 15 días 
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después de subcultivados, ya que éstas tienen generalmente paredes más finas (Pierik 1990). No 

obstante, no se obtuvo protoplastos en ninguno de los tratamientos evaluados (figura 7, a).  

Aunque la adición de hemicelulasa no es muy común en el momento de aislar protoplastos a partir 

de callos, debido a que la celulasa hace la función de ésta, en algunos ensayos para el aislamiento 

de protoplastos se empleó la hemicelulasa para que tuviera un efecto más pronunciado sobre la 

pared de las células, pero igualmente no se logró obtener protoplastos. Una posible explicación a 

este resultado poco exitoso es que la sinergia entre la celulasa de Aspergillus niguer no fue lo 

suficientemente efectiva la hora de degradar la pared primaria de la pared celular de la celula y por 

este motivo, la hemicelulosa no logró degradar la hemicelulasa que se encontraba en dicha pared, 

lo que no generó protoplastos sino células con bajo porcentaje de degradación en su pared celular. 

Las células de los callos son heterogéneas y pueden estar compuestas de agregados de diferentes 

tamaños, lo que lleva a que no todas las células están en condiciones óptimas para la liberación de 

protoplastos (Mroginski and Roca 1991). En nuestro caso, aunque el aislamiento de los 

protoplastos a partir de callos se evaluó principalmente durante la fase de crecimiento (donde las 

células predominantes se encuentran en crecimiento y son las meristemáticas), al ser células que 

están en continua división presentan paredes más delgadas, siendo teóricamente más fácil el 

aislamiento de los protoplastos. Así mismo, son células que tienen la ventaja de poseer bajo 

contenido de almidón y, aun así, no se logró el aislamiento en ninguno de ellos. Es posible que una 

mejor respuesta de aislamiento de protoplasto se hubiera obtenido al hacerse en otro tiempo de 

crecimiento celular. Sin embargo, tiempos de subcultivo mayores a 15 días tienden a formar 

agregados con pocas células sueltas, lo que dificulta la acción correcta de las enzimas sobre las 

paredes celulares de cada célula para la liberación del protoplasto (Figura 7). 

 

Aunque se utilizó una concentración similar  (2% cellulase onozuka R10 y 2% Pectinasa) a la 

reportada por (Tudses, Premjet, and Premjet 2014) para la obtención de protoplastos a partir de 

callo, en esta investigación no se obtuvo un resultado favorable para el aislamiento de los mismos, 

y aunque se aumentó gradualmente la concentración de las enzimas (e inclusive se adicionó la 

hemicelulasa), no se obtuvo resultados favorables en el aislamiento. Por el contrario, la viabilidad 

de las células iba disminuyendo cada vez que aumentaba la concentración de enzimas, factor 

atribuido al daño que las enzimas pudieron causar a una parte de la pared celular y en el mismo 

sitio se fue dañando la membrana celular, generando espacios que permitieron el ingreso del 

colorante usado en la evaluación de la viabilidad de los protoplastos, pues las células se tiñeron 

indicando esto la muerte celular. Sin embargo, la concentración del estabilizador osmótico 

propuesto fue el adecuado para que las células fueran plasmolizadas. 

 

1.6.3.1.Cultivo de protoplastos 

El aislamiento y cultivo de protoplastos tiene un requerimiento específico para cada especie y cada 

tipo de tejido. En este trabajo el cultivo fue solo posible para los protoplastos aislados a partir de 
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mesófilo. Aunque se tuvieron todas las precauciones para prevenir la contaminación, al ser un 

procedimiento que se involucran muchos pasos es frecuente la alta contaminación celular en 

alguna etapa u otra.  

El éxito de un sistema de cultivo de protoplastos principalmente consiste con producciones 

consistentes de una gran población de protoplastos uniformes y de un gran número de protoplastos 

con alta viabilidad (Borgato, Pisani, and Furini 2007). En nuestro caso se obtuvo una alta cantidad 

de protoplastos viables (Tabla 9), sin embargo, fueron pocas las colonias que se lograron 

desarrollar (Figura 10), seguramente esto se deba a que los protoplastos recién aislados requieren 

una estabilización osmótica que se logra mediante la adición de altas concentraciones de glucosa 

o manitol y aunque en nuestro caso se adicionó una alta concentración de glucosa (60g/L) 

posiblemente no fue la concentración adecuada para la regeneración de los protoplastos y su 

división celular para la formación de callos. 

La capacidad para producir un organismo altamente diferenciado, a partir de una sola célula 

somática, es una característica única de los protoplastos de las plantas superiores (Roca W.M & 

Mroginski L.A, 1991). Sin embargo, varios parámetros, particularmente el tejido, el medio de 

cultivo y factores ambientales, influyen en la capacidad de los protoplastos y las células derivadas 

de protoplastos para expresar su totipotencia y desarrollar plantas. Debido a que la higuerilla es 

recalcitrante, los reportes sobre aislamiento de protoplastos (Liu et al, 2019; Chandran y Sujatha, 

1996; Tudses et al, 2014) solo son exitosos hasta la formación de callos, sin lograr obtener plantas 

a partir de ellos, como en nuestro caso. 

 

1.7. Conclusiones 

En esta investigación se obtuvo un protocolo simple y que puede replicarse en el aislamiento de 

protoplastos a partir de hojas de R. communis, protocolo que resultó ser limitado para el 

aislamiento de protoplastos a partir de callos en la variedad evaluada. A pesar de que los 

protoplastos proporcionan un sistema básico para la investigación fisiológica y genética y que se 

ha tenido un gran progreso con esta técnica, hay muchos desafíos incluyendo la recalcitrancia de 

algunos sistemas de protoplastos para expresar su totipotencia.  En esta investigación la 

combinación y la concentración de las enzimas tuvo un efecto significante en el aislamiento de 

protoplastos. También se encontró que entre mayor el tiempo de incubación mayor es el número 

de protoplastos obtenidos. Sin embargo, si el tiempo de incubación se prolongaba la cantidad de 

protoplastos viables descendía.   

Para el caso de regeneración de protoplastos de R. communis en plántulas, lo que corresponde al 

objetivo principal, solo se logró llegar hasta la formación de callos nodulares organogénicos, pero 

no se observó ninguna formación de brotes, aunque la incorporación de la citoquinina meta-

topolina no se ha visto reportada en estudios de formación de brotes a partir de callos de R. 

communis resulta bastante interesante adelantar más estudios en combinación con otras 
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fitohormonas para lograr una formación de plántulas desde protoplastos en la especie de Ricinus 

communis.  
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2.1.Introducción 

 

Los aceites vegetales que provienen principalmente de las semillas o frutos de ciertos cultivos son 

empleados usualmente para alimentación y a nivel industrial. La composición de estos aceites es 

en gran medida triacilgliceroles (TAG) y algunos elementos trazas como componentes orgánicos 

(esteroles, antioxidantes, entre otros). Los ácidos grasos que poseen la mayoría de las plantas son 

empleados como una importante reserva energética, adicionalmente, están implicados en procesos 

metabólicos de la planta, componentes estructurales membranales y precursores de moléculas 

señalizadoras que se ven involucradas en procesos de desarrollo y respuesta a estrés (Harwood 

1996; Weber 2002). 

La biotecnología moderna nos ofrece metodologías y técnicas hacia el mejoramiento genético o 

para potencializar características deseables en la planta, como es el caso de incrementar el 

contenido de ácidos grasos de interés en las plantas. No obstante, para obtener plantas de R. 

communis mejoradas genéticamente, es necesario también entender las redes metabólicas 

implicadas en la síntesis de los compuestos de interés.  

Es por lo anterior que, en este capítulo, se abordó el estudio de la composición de los ácidos grasos 

presentes en la planta de higuerilla; principalmente en la biosíntesis del ácido ricinoleico presente 

en Ricinus communis. Asimismo, se hizo énfasis en las enzimas involucradas en el proceso de la 

biosíntesis de este ácido graso, para postular un gen candidato a la edición genetica mediante 

CRISPR/Cas9 que contribuya a aumentar las concentraciones de ácido ricinoleico en semillas de 

R. communis.  

 

2.2. Objetivos 

2.2.1. Objetivo general 

Diseñar una estrategia para la edición genética de Ricinus communis con miras a potenciar la 

producción de ácido ricinoleico.  

2.2.2. Objetivos específicos  

a. Analizar la ruta metabólica de la biosíntesis de triacilgliceroles, específicamente aquella 

que se encarga de la producción de ácido ricinoleico en Ricinus communis. 

b. Definir el gen o genes objetivos para ser editados genéticamente mediante el uso de 

CRISPR/Cas9 analizando las posibles secuencias PAM dentro del genoma de R. communis y 

disminuyendo al máximo la posibilidad de “off-targets”. 
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c. Diseñar y sintetizar un vector de expresión y sgRNAs orientados a la edición genetica de 

Ricinus communis mediante la transformación genética mediada por Agrobacterium tumefaciens 

y la transfección con ribonucleoproteínas en protoplastos, respectivamente.  

 

 

2.3.Marco teórico  

 

2.3.1. Higuerilla (Ricinus communis)  

Los cultivos de plantas oleaginosas en el mundo son bastante extensos debido a que se encuentran 

dentro de los cultivos de interés al tener grandes tasas de comercialización porque sus semillas 

tienen porcentajes altos de ácidos grasos y proteínas. Dentro de los principales cultivos se destacan 

canola, soya, girasol, olivo, palma, maíz, entre otros. Muchos de los aceites se emplean en 

alimentos como lo es el coco, aceite de palma, linaza, pero también hay otro tipo de aceites que no 

tienen valor dentro de la industria alimentaria, los producidos por Higuerilla son un claro ejemplo 

de ello, porque posee muchos usos a nivel industrial.  

A nivel mundial, entre las diferentes variedades de R. communis disponibles, se ha estimado que 

el 46-55% del peso de las semillas, es aceite (Ogunniyi 2006). De ese porcentaje de aceite, el 

89.15% es ácido ricinoleico (Berman, Nizri, and Wiesman 2011b). Otros ácidos grasos allí 

presentes son: 4.2%  ácido linoleico,  3% ácido oleico, 1% ácido esteárico, 1% ácido palmítico, 

0.7% ácido dihi- droxiestearico, y 0.3% ácido eicosanoico (Ogunniyi 2006). Con el foco puesto 

en el alto nivel de producción natural de aceite R. communis y, por ende, del ácido ricinoleico, la 

industria ha catalogado a esta planta de gran interés para la producción de aceite de ricino como 

materia prima para muchos procesos y productos industriales.   

 

Ricinus communis, Higuerilla, Castor Bean como se le conoce en inglés, es miembro de la familia 

Euphorbiaceae, la cual se cree que es originaria de África, especialmente de Etiopia (Perry 1943). 

Es el mayor cultivo no comestible de oleaginosas en la región tropical, subtropical y ambientes 

templados del mundo por su alto contenido en aceites. Higuerilla posee características únicas a 

nivel físico y químico, el aceite de las semillas de higuerilla es usado como materia prima para 

varios productos en la industria, como lubricantes de alta calidad para aviones, alternativa a los 

lubricantes/aditivos contaminantes a base de azufre en el petróleo Diesel, pinturas, recubrimientos, 

pulimentos, tintes textiles, surfactantes, resinas, plásticos, ceras, jabones, medicamentos, 

cosméticos, perfumes, etc. La singularidad del aceite de ricino es que es rico (80–85%) en ácido 

ricinoleico un ácido graso hidroxílico (Sujatha, Reddy, and Mahasi 2008b). También, el aceite de 

higuerilla es el único aceite vegetal que es soluble en alcohol a temperatura ambiente, presenta alta 

viscosidad y requiere menor calor comparado con otros aceites durante la producción de 
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biodiesel(Jeong and Park 2009), además de las aplicaciones industriales, las hojas frescas de 

higuerilla se usan para alimentar gusanos de seda, las hojas secas se emplean como insecticida. 

Los cultivos de higuerilla juegan un papel muy importante en la economía de las regiones áridas 

y semiáridas del mundo, ya que está planta tiene la capacidad de crecer en condiciones de tierras 

secas (Vanaja et al. 2018) 

A nivel de producción, los países que reportan mayores cultivos de Higuerilla son India, China, 

Brasil, Mozambique, Etiopia, Paraguay y Tailandia. Particularmente, India es el país que lidera la 

producción de semillas de higuerilla, con un 88% de toda la producción a nivel mundial (FAO, 

2013). 

Uno de los principales usos del ácido ricinoleico es ser usado como materia prima para la 

producción de Nylon-11 el cual es resistente a solventes orgánicos a alta temperatura. Esta 

propiedad hace al Nylon 11 un polímero altamente deseable para la industria que fabrica tubos 

empleados para transportar fluidos hidráulicos en motores de automóviles. Más de 50.000 

toneladas de ácido ricinoleico es usado anualmente para la producción de este Nylon (Ogunniyi 

2006)  

 

El genoma de Higuerilla está distribuido en 10 cromosomas y según estimaciones por citometría 

de flujo es de aproximadamente 320 Mb (Roberts et al. 1985). Para el momento, no existe un mapa 

genético y la información genetica de higuerilla es limitada; Chan y colaboradores en el 2010 

(Chan, Crabtree, Zhao, Lorenzi, Orvis, Puiu, Melake-Berhan, Jones, Redman, Chen, Cahoon, 

Gedil, Stanke, Haas, Wortman, Fraser-Liggett, Ravel, and Rabinowicz 2010) generaron un 

borrador de la secuencia del genoma de higuerilla, donde produjeron aproximadamente 2.1 

millones de reads de alta calidad, y emplearon el ensamblador Celera para construir las secuencias 

consensus que fueron unidos y formaron 25800 scaffolds. El ensamblaje genero una cobertura de 

~4.6x abarcando 350 Mb. Para el caso de los genes que codifican proteínas, ellos emplearon una 

predicción multi génica y realizaron una búsqueda por homología, en bases de datos. Los 

investigadores identificaron 31237 modelos de genes, para los cuales el 58.5% se agrupaban en 

3020 familias proteicas.  

 

2.3.2. Biosíntesis de triacilgliceroles en Ricinus communis 

Los aceites vegetales provienen principalmente de las semillas o frutos de ciertos cultivos, son 

empleados usualmente para alimentación y a nivel industrial. La composición de estos aceites es 

en gran medida triacilgliceroles (TAG) y algunos elementos trazas como componentes orgánicos 

(esteroles, antioxidantes, entre otros). Los ácidos grasos que poseen la mayoría de las plantas son 

empleados como una importante reserva energética, adicionalmente, están implicados en procesos 

metabólicos de la planta, componentes estructurales de membranas y precursores de moléculas 
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señalizadoras que se ven involucradas en procesos de desarrollo y respuesta a estrés (Harwood 

1996; Weber 2002) 

Triacilgliceroles (TAGs) es una de las formas de almacenar lípidos en los organismos, de forma 

particular, los TAGs sirven como una reserva energética en semillas de plantas, esto contribuye a 

la germinación y al desarrollo de plántulas; también estos ácidos grasos son empleados en la 

industria alimentaria por su alto contenido nutricional y para propósitos industriales. En el caso de 

R. communis, sus TAGs son demandados por diversos tipos de industrias debido a que el ácido 

ricinoleico [12-hydroxy-oleate] posee un grupo -OH responsable de propiedades físicas y químicas 

únicas.  Desde una mirada a nivel industrial, es deseable tener TAGs enriquecidos con un ácido 

graso específico para así poder ser usado directamente después de la hidrolisis, saltándose el paso 

del fraccionamiento de las especies de ácidos grasos de manera individual (Brown et al. 2012)  

El ácido ricinoleico (ácido 12-hidroxyoctadec-cis-9-enoico; 18:1 -OH) es el mayor ácido graso en 

las semillas de Ricinus communis donde constituye hasta el 90% de los ácidos grasos encontrados 

en los TAGs. (Brown et al. 2012)  

La biosíntesis de TAGs en R. communis ocurre en los plastidios y se exporta al citoplasma. El 

ácido oleico es activado a oleoyl-CoA en el citoplasma e importado al retículo endoplasmático con 

la ayuda de la coenzima A (CoA), allí se somete a un proceso de hidroxylación, por medio de la 

actividad de la enzima oleato hidroxilasa (FAH12) produciendo ácido ricinoleico (C18:1 -OH) que 

es incorporado a un esqueleto de glicerol por medio de reacciones de acilación, generando TAGs 

(Martine Miquel and Browse 1992). 

Es así como en el año 2000, McKeon y colaboradores (McKeon, Chen, and Lin 2000) propusieron 

un esquema donde se muestra como es el proceso de incorporación de ácido ricinoleico a 

triacilglicerol, aquí se incluye liso-fosdatidilcolina aciltransferasa (LPCAT), que transfiere oleato 

de oleoil-CoA a la posición sn-2 de la fosfatidilcolina (PC) para el proceso de hidroxilación, como 

se ha mencionado, FADH12 hidroxila al sn-2 oleato para formar sn-2 ricinoleoyl-PC para 

hidrolisis, la fosfolipasa A2 elimina el ácido ricinoleico de la posición sn-2 y libera liso-PC para 

ser reincorporado a oleato por la enzima LPCAT, finalmente la diacilglicerolaciltransferasa 

(DAGAT) incorpora preferencialmente ricinoleato para formar diricinoleins y triricinolein. 

(Figura 22). Se ha mostrado que sn-2 oleoyl-PC es el sustrato para FAH12 pero también para 2-

linoleoyl-PC que genera acido linoleico mediante la acción de oleoyl-12-desaturasa (FAD2), por 

lo cual se ha visto de manera premonitoria que afectar la actividad de ésta enzima podría aumentar 

la producción de ácido ricinoleico, esto resulta bastante interesante cuando se vincula la acción de 

la FAD2 en otros procesos metabólicos de la planta.  
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Figura 22. Esquema presentado por McKeon, Chen, and Lin 2000 para la biosintesis del ácido 

ricinoleico en Ricinus communis. 

 

El Oleoyl-ACP se sintetiza en primera instancia en los plastidios, luego es hidrolizado para formar 

ácido oleico por la enzima oleoyl-ACP tioesterasa (ATT), y finalmente pasa a ser oleoyl-CoA por 

la accion de la acyl-CoA sintetasa (ACS). Oleyl-CoA se transporta a un pool de acyl y es usado 

como materia prima para el ricinoleato. Oleyl-CoA ingresa al retículo endoplasmático, donde la 

lisofosfatidilcolina aciltransferasa (LPCAT) transfiere el grupo oleoyl al sitio 2-sn de la 

fosfatidilcolina (PC) como sustrato para la oleoyl.12. hidroxilasa (FAH12), la cual cataliza la 

conversión de 2-oleoyl-PC a 2-ricinoleoyl-PC. La fosfolipasa A2 (PLA2) libera simultáneamente 

ricinoleato y lisofosfatidilcolina (LPC) a partir de 2-ricinoleoyl-PC. LPC puede formar 

nuevamente sn-2-oleoyl-PC como sustrato para FAH12, esta reacción la lleva a cabo LPCAT. El 

ricinoleato se convierte en ricinoleoyl-CoA por la lipoyl-CoA sintetasa de cadena larga (LACS), 

la cual actúa como un donante de acyl que ingresa a la ruta dependiente de acyl-CoA y finalmente 

triacilglicerol (TAG) es formado por las reacciones de acilación.  El glicerol-3-fosfato 

aciltransferasa (GPAT) en un principio forma ricinoleyl-lysoPA. El ácido lisofosfatídico 

aciltransferasa (LPAAT) la segunda enzima aciltransferasa cataliza la acilación del sitio LPA para 

producir ácido fosfatídico (PA). La PA se fosforila mediante la fosfatasa ácida fosfatídica (PAP) 

para producir diacilglicerol (DAG). La tercera aciltransferasa implicada en el proceso de 
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biosíntesis de TAG, es la diacilgricerol aciltransferasa (DGAT), esta enzima cataliza la acilación 

del sitio 3-sn del DAG para formar TAG.  Las enzimas clave durante la ruta biosintética del ácido 

ricinoleico, son la acyl-ACP tioesterasa, lisofosfatidilcolina aciltransferasa, oleoyl-12-hidroxilasa, 

fosfolipasa A2, diacilglicerolaciltransferasa (L. Wang et al. 2019a) 

 

Wang y colaboradores, en el 2019, (L. Wang et al. 2019a) realizaron un estudio para la 

identificación de genes expresados diferencialmente durante la biosíntesis del ácido ricinoleico, a 

su vez emplearon una validación en una transcripción reversa en PCR cuantitativa en tiempo real. 

La ruta biosintética para el ácido ricinoleico ha sido establecida por J.-T. Lin and Arcinas 2007  y 

T. McKeon, et al 2000, allí se comprobó que la producción de ricinoleato está totalmente ligado a 

procesos de regulación específica de sustratos de las enzimas implicadas durante este proceso. Para 

este estudio se comprobaron las siguientes enzimas implicadas durante el proceso de biosíntesis, 

que se esquematizan en la Figura 23. 

Fatty acyl-ACP thioesterase B (ATT)  

Oleoyl-12-Hydroxylase FAH12 

Diacylglycerol acyltransferase DGAT 

Phospholipid:diacylglycerol acyltransferase PDAT 

Phospholipase A2 activity PLA2 

Phospholipase C PLC2 

Lysophosphatidylcholine acyltransferase  LPCAT 
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Figura 23. Expresión diferencial de genes que codifican las enzimas clave para la biosíntesis del 

ácido ricinoleico en Ricinus communis. Tomada de Wang et al. 2019. 

 

 

 

Dos tipos de reacciones metabólicas podrían reducir los niveles de ácido ricinoleico en las semillas 

de Higuerilla. La primera consiste en una competencia por el pool de ácido oleico por parte de la 

enzima oleato desaturasa, y la segunda por una reacción adicional de elongación del 18:1 -OH por 

desaturasas adicionales para dar productos como el 18:2 -OH y 20:1 -OH (Mark A. Smith et al. 

2003).  

Existe una regulación diferencial de los genes FAH12 y FAD2 durante el desarrollo de la semilla, 

la expresión de FAD2 disminuye 6 veces en el estado V/VI de desarrollo de la semilla cuando se 

compara con los estados iniciales donde solo decrece 2 veces. Si se es consistente con este tipo de 

control transcripcional a nivel de actividad enzimática habría una menos competencia entre las 

reacciones de hidroxilación y desaturación en los estadios tardíos del endospermo. (Brown et al. 

2012) 

El gen de la hidroxilasa del ácido oleico (FAH12), el cual produce el ácido ricinoleico a partir de 

la oleoyl-fosfatidilcolina, probablemente evoluciono a partir del gen que codifica la desaturasa del 
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ácido oleico (FAD2). Este par de enzimas compiten por la esterificación del ácido oleico en la 

posición sn-2 de la fosfatidilcolina (PC), el que representa el principal sustrato para ambas 

(Schmidt et al. 1994), y los productos acilo resultantes son modificados subsecuentente o 

transferidos para formar triacilglicerol (TAGs) (Bafor et al. 1991; Richards, Taylor, and Murphy 

1993). FAD2 cataliza la inserción dependiente de O2 del doble enlace cis-Δ12 en el ácido oleico 

(18:1 Δ9) para producir acido linoleico (18:2 Δ9,12), usando el citocromo b5 y NADH como co-

factor (Kearns, Hugly, and Somerville 1991; M. A. Smith et al. 1992). En higuerilla, el ácido 

ricinoleico es sintetizado por FAH12 la cual cataliza la reacción a partir de la 2-oleoyl-PC a 2-

ricinoleoyl-PC (Moreau and Stumpf 1981) empleando los mismos cofactores de la FAD2. Las 

enzimas FAD2 y FAH12 son proteínas integrales de membrana y se encuentran en el retículo 

endoplasmático y comparten un origen filogenético debido a su alta identidad global en su 

secuencia de aminoácidos (F. J. van de Loo et al. 1995) 

 

2.3.3. Enzimas desaturasas de ácidos grasos 

Las plantas tienen varias enzimas desaturasas de ácidos grasos, las cuales hacen procesos de 

desaturación en los glicerolípidos de los tejidos. Estas enzimas se encuentran principalmente de 

manera soluble, en los cloroplastos o unidas a membrana en el retículo endoplasmático. Existen 3 

clases principales de estas enzimas, las primeras se agrupan en acyl-CoA desaturasas que se 

encuentran asociadas la membrana del retículo endoplasmático, animales, levaduras y hongos; 

éstas insertan insaturaciones en los esteres CoA del ácido graso. Δ9 desaturasa sintetiza ácido 

oleico que se usa en se encuentran normalmente en la síntesis de fosfolípidos y esteres de 

colesterol, Δ6 y Δ5 desaturasas son empleadas para la síntesis ácidos grasos altamente insaturados 

(siglas en inglés HUFAs), que son principalmente esterificados en fosfolípidos y ayudan a 

mantener la fluidez de la membrana (Nakamura and Nara 2004). 

La segunda clase son las acyl-lipid desaturasas, están unidas a membrana y se encuentran en 

cianobacterias y cloroplastos. Éstas introducen doble enlace en la cadena del acyl graso de 

glicerolípidos polares y usan la ferredoxina como donante de electrones. Las acyl lipid desaturasas 

Δ3, Δ6, Δ9 y Δ12 se han caracterizado y son especificadas por el doble enlace que se inserta cerca 

al terminal carboxil o metil del ácido graso.  

La tercera clase son las desaturasas solubles, como lo es la acyl-ACP, presente en el estroma del 

plastidio de las plantas, utiliza ferredoxina como donador de electrones. Estas enzimas incorporan 

doble enlace en ácidos grasos que están esterificados con la proteína transportadora ACP, un 

ejemplo es la desaturasa Δ9 acyl-ACP la cual cataliza la desaturación del ácido esteárico a ácido 

oleico en el estroma de los cloroplastos. Esta desaturasa convierte de manera predominante ácidos 

grasos saturados a ácidos grasos insaturados en aceites vegetales (Slabas and Fawcett 1992). 
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Las desaturasas Δ12 y Δ15 unidas a membrana en el retículo endoplasmático convierten oleato en 

acido linoleico y linoleato, respectivamente. En particular, la oleate Δ12 desaturasa (FAD2) es una 

proteína hidrofóbica transmembranal en el retículo endoplasmático, su mecanismo de acción es 

sobre los ácidos grasos, inserta un doble enlace cis entre las posiciones C12 y C13 del ácido oleico 

monosaturado, generando el ácido linoleico polinsaturado (Stoutjesdijk et al. 2002). La enzima 

FAD2 desarrolla un rol clave en varios procesos que involucran biosíntesis de ácidos grasos 

poliinsaturados en tejidos no fotosintéticos como lo son raíces y desarrollo de semillas en plantas 

oleaginosas. 

 

 

2.3.4. Biosíntesis de linoleato como precursor para otras rutas biosintéticas en 

plantas  

Por otro lado, cuando nos remitimos a observar la ruta biosintética de ácido linoleico en plantas 

(Figura 24) podemos observar que este ácido graso se encuentra usualmente como linoleoyl-CoA 

o se incorpora en un lípido. Cuando está de la forma linoleoyl-CoA, este se asocia con la biosíntesis 

de estigmas, específicamente con la biosíntesis de un exudado estigmático que juega un papel 

clave en el proceso de polinización.  
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Figura 24. Esquema elaborado con el software MetaCyc (Caspi et al. 2014) para la biosíntesis 

del ácido linoleico en Arabidopsis thaliana). 

 

 

La forma del linoleato asociado a un glicerolípido se vincula con la biosíntesis de ɣ -linolenato en 

plantas y algas rojas y de ɣ-linolenato en plantas. El primero que se conoce usualmente como ácido 

linolénico es un ácido graso poliinsaturado (18:3) que al igual que el ácido linoleico, es un 

constituyente importante de las membranas células de plantas. El ɣ-linolenato es un ácido graso 

poliinsaturado (18:3) que a su vez es precursor de la biosíntesis del ácido araquidónico. Sin 

embargo, existen unas desaturasas alojadas en el cloroplasto, que son la FADC y FADD que han 

mostrado que su actividad desaturasa opera sobre 18:1 sintetizando 18:2 que componen en su 

mayoría las membranas de los cloroplastos, además sintetizan 18:3 que según se ha reportado, se 

exporta a las membranas extracloroplasto como las de las células de la hoja (M. Miquel and 

Browse 1992). 
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2.4.Materiales y métodos 

 

2.4.1. Análisis de rutas metabólicas 

Un estudio de análisis de las rutas metabólicas para R. communis fue realizado por investigadores 

del grupo Ciencias Biológicas y Bioprocesos (CIBIOP), en el que, por un lado,  se tomaron datos 

de RNA-seq depositados en la base de datos SRA del NCBI con el código ERA047687 que está 

asociado al proyecto “Tissue-specific Whole Transcriptome Sequencing in Castor bean Directed 

at Understanding Triacylglycerol Lipid Biosynthetic Pathways”, y por otro lado, se generaron 

librerías transcriptómicas propias, usando mRNA de flores masculinas en desarrollo (Accesion: 

ERX021379), hoja (Accesion: ERX021378), semilla en germinación (Accesion: ERX021377), 

endospermo en desarrollo (Accesion: ERX021376, ERX021375) (Rodriguez, et. al 2020) 

Se mapearon los datos de RNA-seq en el programa Tophat2. La anotación de los genes se basó en 

la comparación de los datos obtenidos de RNA-seq durante esa investigación con la base de datos 

del genoma de Ricinus communis del TIGR. El conteo de lecturas por gen se realizó utilizando el 

programa Cufflinks y finalmente el programa cuffdiff fue usado para calcular los valores de 

expresión diferencial de los genes (Rodriguez, et. al 2020). 

En el programa OrtoMCL se realizó el análisis de ortogología para a par con respecto a proteínas 

de Arabidopsis thaliana tomadas de la base de datos del genoma de esta última 

(https://www.arabidopsis.org/). La red de interacción de proteínas se realizó mapeando las 

proteínas ortólogas sobre la red reportada en Arabidopsis (Rodriguez, et. al 2020). 

 

2.4.2. Búsqueda de secuencias candidatas del gen FAD2 para el diseño de sgRNA 

La obtención de los sgRNA candidatos para realizar la edición genética en el gen FAD2 de R. 

communis se realizó mediante un análisis de redes de interacción proteína-proteína y expresión 

genética diferencial en varias variedades de Higuerilla y en diferentes estadios de desarrollo 

(Rodriguez, et. al 2020), con base a esos resultados, se identificó in silico los genes clave 

implicados en la síntesis y acumulación del ácido ricinoleico y la expresión de otros genes 

implicados en la síntesis de otros ácidos grasos. En primer lugar, se resaltó la importancia del gen 

FAH12 implicado en la ruta metabólica para la síntesis de ácido ricinoleico, en segunda instancia, 

se identificó que la expresión del gen FAD2 era el gen que se expresaba en mayor proporción 

después del FAH12. El diseño de los sgRNA implicó secuenciar el gen FAD2, alinearla con la 

secuencia del Castor Bean Genome Project y los polimorfismos encontrados en la secuencia fueron 

tomados en cuenta para el diseño y selección de los sgRNA que estarían dirigidos al FAD2 

(Rodriguez, et. al 2020) 

 

https://www.arabidopsis.org/
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2.4.3. Desarrollo de sgRNA y vector de expresión  

A partir del genoma secuenciado y anotado de Higuerilla (Chan, Crabtree, Zhao, Lorenzi, Orvis, 

Puiu, Melake-Berhan, Jones, Redman, Chen, Cahoon, Gedil, Stanke, Haas, Wortman, Fraser-

Liggett, Ravel, Rabinowicz, et al. 2010), y reportado en el GenBak (accession numbers 

AASG02000001- NW_002994277), se realizó el diseño de sgRNA orientado al gen FAD2 

(accession number NM_001323719.1), ubicando las posibles secuencias PAM dentro del genoma, 

y así obtener a precisión las secuencias candidatas para la edición genética y así mismo, disminuir 

la posibilidad de “off target” (cortes inespecíficos) en el ensayo. Para ello, se usaron plataformas 

“on line” disponibles al público, como E-Crispr (Naito et al. 2015b) y CrisprDirect (Heigwer, Kerr, 

and Boutros 2014).  

Para la elaboración del vector de expresión, que contendría la secuencia del sgRNA y la secuencia 

para la expresión de la CAS9, se contrató un servicio de “Custom Plant CRISPR” con la compañía 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). El diseño elaborado en esta investigación buscó incluir en el 

vector: un casete de expresión génica con un promotor del virus del mosaico de la coliflor 

(Camv35S-promoter), adicionalmente, el vector debió contener una región target dónde se ubica 

la secuencia del sgRNA diseñado, la secuencia que codifica para la endonucleasa Cas9, el gen de 

resistencia para la selección en planta de Higromicina y Kanamicina para selección en bacteria. 

Así mismo se buscó incluir 6 sitios de corte con enzimas de restricción (XbaI, EcoRI, HindIII, 

NheI, StuI, XhoI), para facilitar la posterior caracterización molecular del vector (independiente) 

y del ADN extraído de las plantas transformadas con el mismo.   EcoRI y HindIII tienen su sitio 

de corte entre el promotor AtU6 y la región target del sgRNA, NheI y StuI flanquean la zona que 

codifica para la Cas9 Y XbaI y XhoI cortan entre el borde izquierdo y derecho.  

 

2.5.Resultados 

 

2.5.1. Análisis de rutas metabólicas. 

Se generó una red de 11.706 proteinas de Arabidopsis thaliana, con 24.417 interacciones entre las 

mismas. El programa OrtoMCL identificó 11.192 proteinas de R. communis con homología a las 

proteínas de A. thaliana, con 23.777 interacciones entre las proteínas. 

A partir del resultado de red de interacción de proteínas, se determinaron las proteínas implicadas 

con la ruta de biosíntesis, modificación y acumulación de ácidos grasos, lo que permitió determinar 

que la proteína oleato-12 hidroxilasa (FAH12) (ID genoma 28035.m000362, E.C. 1.14.18.4) se 

expresó 10.77 veces más en los estados avanzados de desarrollo de la semilla en comparación a 

otros tejidos. La FAH12 es clave para la producción de ácido ricinoleico debido a que metaboliza 

el paso de la 2-oleoil fosfatidilcolina a ricinoleic oil fosfatidilcolina en Higuerilla. Además, se 

identificaron otras proteínas que se expresaban con alta frecuencia después de la FAH12 como lo 

es la oleato 12-desaturasa (FAD2), Diacylglycerol acyltransferase (DGAT2) y 
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Phospholipid:diacylglycerol acyltransferase (PDAT1-2), las cuales están involucradas no solo con 

la biosíntesis de ácidos grasos sino también con la acumulación de los mismos.  

 

2.5.2. Desarrollo bioinformático de vectores y sgRNA. 

Para la identificación y el diseño de los sgRNA dirigidos al gen FAD2 de R. communis, se empleó 

la plataforma CrisprDirect (Naito et al. 2015a), el cual es un servidor web simple y funcional para 

seleccionar targets a partir de una secuencia ingresada. El servidor web acepta números de acceso 

o secuencias de nucleótidos de hasta 10 kbp como entrada y entrega una lista de targets 

CRISPR/Cas candidatos. Las secuencias de estos posibles targets son de 20 nucleótidos con la 

secuencia PAM adyacente que es NGG o NRG. El resultado que suministra (ver Figura 25) la 

página brinda información sobre posición de la secuencia target, secuencia, contenido de GC y 

temperatura de melting (Tm), con respecto al contenido de GC, si este es muy alto o bajo el sgRNA 

es menos efectivo para hibridarse a la secuencia target (T. Wang et al. 2014) 

Al momento de diseñar los sgRNAs para el gen de interés (FAD2), se ingresó el genoma de Ricinus 

communis (Npumero accesio Genbank: AASG02000000) para poder diseñar tales RNAs guías. 

En la figura 25, se aprecia los resultados de las dos mejores opciones de secuencias que se pueden 

emplear como sgRNA para ser direccionados al gen FAD2 de R. communis 

Figura 25. Visualización de resultados de la búsqueda de sgRNA para el gen FAD2 de Ricinus 

communis en la plataforma CrisprDirect 

 

 

 

La búsqueda de Off-targets se hizo contra la secuencia genómica. En el análisis desarrollado, se 

identificó el número de sitios donde ocurre un match perfecto, este sitio está dentro o fuera del 

objetivo, el caso ideal es un número más pequeño después del cero. El número en la primera 

columna (20 mer + PAM) indica el número de matchs en contra del genoma, sí es uno (1) apunta 

a que solo existe una única coincidencia perfecta de esa secuencia en el genoma. En la segunda 

columna (12mer + PAM) desde la región 3’ de la secuencia adyacente a la región PAM es para 

observar cuantas opciones de match existen solo considerando 12 pb de la secuencia, es 

particularmente importante está región debido a que contiene los residuos más críticos que 

determinan la especificidad del target., finalmente, la columna que corresponde a 8mer + PAM 

muestra el número de marches que pueden ocurrir si solo se consideran los 8 pb adyacentes de la 

región PAM. Por lo tanto, cuando tenemos valores de 1 en las dos primeras columnas, nos está 

indicando una alta especificidad del target (ver Figura 26). 
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Figura 26. Representación gráfica de la búsqueda de off-targets suministrada por la plataforma 

CrisprDirect 

 

 

El diseño del vector de expresión de CRISPR/Cas9 para plantas, estuvo apoyado en el servicio 

“Custom Plant CRISPR” con la compañía Sigma-Aldrich. Dos opciones de sgRNA para el gen 

FAD2 fueron solicitadas sintetizar y clonar en el vector.  

 

Para la clonación, se utilizó el esqueleto del plásmido CRISPRPL (figura 26) que contiene una 

región que codifica para el gen de resistencia a Higromicina, 35S (promotor para el marcador de 

selección en planta), AtU6 el promotor de la RNA polimerasa III provee una poderosa capacidad 

de transcribir sgRNA en plantas dicotiledóneas (Lin et al 2007 ), 35S, T7 AtCas9 (Arabidopsis 

thaliana codon-optimized Cas9), resistencia a Kanamicina, pUC Ori, pVS Ori (Tiene dos orígenes 

de replicación, el primero es para E. coli  para asegurar mayor número de copias, el segundo sirve 

para replicación y estabilidad del plásmido en Agrobacterium tumefaciens).   
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Figura 27. Representación gráfica del vector de expresión CRISPRPL que se utilizará en la 

transformación mediada por Agrobacterium en explantes de R. communis (Ver capítulo 3) 

 
 

Despues de la busqueda de las dos mejores opciones de sgRNA para realizar la edición genetica 

en el gen FAD2, se nombraron de la siquinte manera 

CRISPR 79 CAAAGCCGCCATTCACCCTTGG 

CRISPR 27 CCTCCTCCATCTAAGAAAGTGG   

 

Figura 28. Kit CRISPRevolution DE LA COMPAÑÍA Synthego. De izquierda a derecha, sgRNA 

para la secuencia CRISPR 27, sgRNA para la secuencia CRISPR 79, vial con 15 µl de la nucleasa 

Cas9, agua libre de nucleasas y 1x Buffer TE.   
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La compañía Synthego (California, https://www.synthego.com/) sintetizó los sgRNA y la Cas9 

para realizar el ensamble de ribonucleoproteina (capitulo 3). El kit CRISPRevolution contaba con 

dos viales con las dos opciones de sgRNA los cuales llegarón a una liofilizados, estos se diluyeron 

con 15 ul de 1x TE buffer para quedar a una concentración final de 100 uM  (1.5 nmol). La proteina 

Cas9 llego en un vial a una concentracion de 300 pmol y diluida en un buffer que contenia 10mM 

Tris-HCl, 300mM NaCl, 1 mM DTT, 0.1mM EDTA, 50% Glycerol (pH 7.4 at 25ºC) . Despues de 

diluir los sgRNA, éstos al igual que la Cas9 se almacenarón a -20°C hasta su uso.  

 

Figura 29. Representación de los dos sitios de edición con su respectiva secuencia para el gen 

FAD2 de Ricinus communis. 

 

  

 

Figura 30. Ubicación de los dos sgRNA en la secuencia del gen FAD de Ricinus communis.  

 

 

https://www.synthego.com/
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Figura 31. Kit de SIGMA-ALDRICH que contiene los dos viales de los plásmidos. Cada uno 

con la secuencia particular de sgRNA. 

 

Los viales de los vectores con las dos opciones de sgRNA propuestos, se prepararon a una 

concentración de 20 ng/µl en un volumen de 50 µl. Estos se dejaron almacenados a -20°C hasta su 

uso. 

 

 

2.6.Discusión 

 

Al momento de realizar la búsqueda de las proteínas que presentaban una mayor expresión en la 

ruta de biosíntesis de ácidos grasos en las semillas de Ricinus communis, los análisis indicaron que 

la enzima FAH12 presentaba valores de expresión 10.77 veces más que otras enzimas implicadas 

en estas rutas de biosíntesis de ácidos grasos. Asimismo, después de la FAH12, enzimas como la 

FAD2, DGAT y PDAT también presentaban un grado de expresión en esta ruta metabólica.  

Los estudios realizados por Mckeon y colaboradores (McKeon, Chen, and Lin 2000) y por Wang 

y colaboradores (L. Wang et al. 2019a) concuerdan con lo hallado en el análisis presentado en este 

capítulo. De manera particular, en los esquemas que ellos presentaron, específicamente en el 

estudio de Wang que analizaron la expresión diferencial de genes que codifican las enzimas clave 

para la biosíntesis del ácido ricinoleico en Ricinus communis, las enzimas FAH12, DGAT y PDAT 

están totalmente implicadas en la formación de este ácido graso en semilla y la enzima FAD2 no 

pareciera tener un rol relevante dentro de la biosíntesis del ácido ricinoleico. La FAD2, está 

implicada en la biosíntesis de ácido linoleico, pero usa como precursor el ácido oleico, que es el 

mismo para la biosíntesis de ácido ricinoleico. Las enzimas FAD2 y FAH12 son proteínas 

integrales de membrana y se encuentran en el retículo endoplasmático y comparten un origen 

filogenético debido a su alta identidad global en su secuencia de aminoácidos (Frank J. Van De 

Loo et al. 1995; Broun, Boddupalli, and Somerville 1998), lo que hace que este par de enzimas 
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compitan por la esterificación del ácido oleico en la posición sn-2 de la fosfatidilcolina (PC), el 

que representa el principal sustrato para ambas, y los productos acilo resultantes son modificados 

subsecuentemente o transferidos para formar triacilglicerol (TAGs) (Bafor et al. 1991; Richards, 

Taylor, and Murphy 1993). La enzima PDAT está implicada en procesos de acumulación de ácidos 

grasos hidroxilados (al que pertenece el ácido ricinoleico) (van Erp et al. 2011) y la enzima DGAT 

cataliza la acilación del sitio 3-sn del DAG para formar TAG durante la formación del ácido 

ricinoleico (L. Wang et al. 2019b). 

Lo anterior, nos permite postular a la proteína FAD2 como candidata a ser editada genéticamente, 

puesto que las otras dos enzimas que también presentaron niveles de expresión a en la biosíntesis 

de ácidos grasos en semillas (DGAT2 y PDAT1-2) son claves durante la ruta de biosíntesis del 

ácido ricinoleico y también están implicadas en procesos de acumulación de triacilgliceroles. 

Por otro lado, al momento de diseñar las sondas de sgRNA para el gen FAD2, se encontraron dos 

secuencias promisorias para el objetivo, con muy buenos valores a nivel de baja probabilidad de 

“off-targets” tal como se visualiza en la figura 25, en donde existe únicamente una (1) probabilidad 

de match de los 20 nucleótidos sin la región PAM, que para ambas secuencias es TGG. En las 

figuras 29 y 30, donde se representa la ubicación de las dos regiones a editar en la proteína, se 

evidencia que ambos sitios se ubican al inicio de la proteína, esto trae una ventaja puesto que 

direccionar cortes en posiciones iniciales de la secuencia evitaría que una sección de la proteína se 

expresara y quedaran remanentes a nivel celular, como ocurriría si los sitios de edición se 

posicionaran en posiciones posteriores al sitio catalítico de la enzima.  

El uso de Ribonucleoproteinas (RNP) con sgRNA orientados a genes específicos, ha tomado 

relevancia para desarrollar plantas editadas sin integración de DNA foráneo. El primer 

experimento que se realizó de manera exitosa con RNP fue en maíz con 64 y posteriormente se 

logró en trigo 66. Las especies de Oriza sativa, Arabidopsis thaliana, silene latifolia, vitis ninifera, 

solanum tubeosum y Lactuca sativa han logrado altas tasas en eficiencia de transformación cuando 

se realiza transformación con RNP. (Kuluev et al. 2019). 
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2.7.Conclusiones 

 

Las plantas que tienen alto contenido en ácidos grasos claramente son un objetivo para diversas 

industrias. El ácido ricinoleico no se excluye de tal interés, ya que se han registrado cerca de 700 

usos en diversas industrias. La regulación de la enzima FAD2 sobre los procesos metabólicos de 

las plantas es sustancial, al generar una mutación en dicha enzima aumentaron los niveles de ácido 

oleico que puede ser empleado por la ruta biosintética del ácido ricinoleico para aumentar su 

producción y acumulación en semillas, representando un rasgo de alto interés. 

El gen candidato para ser intervenido por CRISPR/Cas9 en este proyecto es el codificante de la 

enzima FAD2, puesto que durante el proceso de biosíntesis del ácido ricinoleico en semilla no se 

ve implicado, además, es el que compite directamente por el pool de ácido oleico con la enzima 

FAH12, es por eso, que al generar una mutación en FAD2, se estaría dejando, en teoría, mayor 

disponibilidad de ácido oleico a la enzima FAH12 para aumentar la producción de ácido 

ricinoleico.  

Con respecto a los objetivos de este capítulo, se cumplió a cabalidad con el diseño de secuencias 

candidatas para elaborar dos opciones de sgRNA con el objetivo de mutar el gen FAD2, estás dos 

opciones (CRISPR 27 y CRISPR 79) lograron encajar muy bien para el diseño de las dos 

metodologías para la edición de R. communis. En una primera instancia se diseñaron los dos 

vectores de expresión donde cada uno contenía la secuencia de sgRNA a evaluar, y el un segundo 

momento se logró sintetizar los sgRNA de manera individual para realizar el ensamble con la 

CAS9 y formar un complejo ribonucleoproteico. Los resultados de este segundo capítulo fueron 

vitales para poder realizar los experimentos capitulo No 3, el cual fusiona las técnicas del cultivo 

in vitro del primer capítulo con los vectores de expresión y ribonucleoproteínas diseñados y 

sintetizados en este capítulo.  
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3.1.Introducción 

 

Agrobacterium tumefaciens es una proteobacteria alpha de la familia Rhizobiaceae (Keane, Kerr, 

and New 1970). Es una bacteria del suelo y gramnegativa. Esta bacteria es conocida por tener la 

habilidad de realizar una transferencia de genes horizontal entre dominios. En 1907 se identificó 

la bacteria cómo la generadora de la enfermedad “crown gall” (E. F. Smith and Townsend 1907). 

La enfermedad se caracteriza por formar conglomerados de células que forma tumores en raíz, 

tallo o área de la corona, estos tumores de agallas son el resultado de la transferencia del plásmido 

inductor de tumores (Ti) por parte de Agrobacterium a la celula de la planta y consecutivamente 

una integración estable de este DNA al genoma de la planta (Van Larebeke et al. 1974).  

Por su característica particular de transferencia de genes, Agrobacterium se ha estudiado 

ampliamente cómo vector para ingeniería genética de plantas. Es por esto que esta bacteria fue 

utilizada como el primer método para la generación de plantas transgénicas (deFramond, Barton, 

and Chilton 1983). La biotecnología moderna agrícola tiene como núcleo la transformación 

genética de plantas, en donde se hace posible la inserción de secuencias de DNA foráneo en los 

genomas de las plantas. Dentro de los métodos para la transformación genética, existen dos 

principales, el primero es la transformación mediada por Agrobacterium en inglés 

“Agrobacterium-mediated transformación” y la segunda es la biobalística es que el bombardeo de 

partículas de oro o tungsteno recubiertas con ADN foráneo, sin embargo, existe cierta preferencia 

por el primer método, puesto que la metodología es sencilla, es altamente reproducible, puede 

transferir fragmentos entre 30 y 150kb (Gelvin 2003; Komari, Ishida, and Hiei 2004). A pesar de 

la versatilidad del uso de Agrobacterium para la transformación genética de plantas existen 

limitantes como lo es la integración aleatoria de la integración del transgén y variaciones entre los 

eventos de transformación. 

En los últimos años, la tecnología de transformación mediada por Agrobacterium se ha visto 

mejorada o “actualizada” con la adopción de la tecnología CRISPR/Cas9 (Willig, Duan, and Zhang 

2018), para la edición de genes (inserción o deleción de genes), lo que hace que la combinación 

de A. tumefaciens y el sistema CRISPR/Cas9 una herramienta eficiente, robusto y rápido para la 

edición de genomas de plantas. 

Por otro lado, la edición de genomas de plantas que no conlleva la introducción de DNA foráneo 

es una alternativa ideal al método mediado por Agrobacterium (tradicional) porque evita muchas 

regulaciones en términos de bioseguridad, en aspectos relacionados con las plantas genéticamente 

modificadas que terminan siendo transgénicas. Una metodología que está a la vanguardia de la 

edición usando CRISPR/cas9 es la transfección de complejos pre-ensamblados de la proteína Cas9 

y el RNA guía dentro de los protoplastos de las pantas. Esta técnica ha sido exitosa en Arabidopsis 

thaliana, tabaco, lechuga y arroz, y estas plantas editadas contiene pequeñas inserciones o 
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deleciones que son indistinguibles de alguna variación genetica que pueda suceder de manera 

natural (Woo et al. 2015) 

Buscando obtener plantas de R. communis editadas genéticamente con alta precisión, y orientadas 

al incremento en la producción de ácido ricinoleico, en este capítulo de la tesis de buscó usar dos 

metodologías para la aplicación de la tecnología Crispr/Cas9. En una primera parte se contempló 

el uso de Agrobacterium tumefaciens como mediador para la entrega del vector de expresión de 

tipo Crispr/Cas9. En la segunda parte se abordó la edición genética haciendo uso de transfección 

de la Ribonucleoproteína que está compuesta de cada una de las opciones de sgRNA y la enzima 

Cas9, a los protoplastos de R. communis mediada por PEG-4000. 

 

 

3.2.Objetivos 

3.2.1. Objetivo general 

Desarrollar líneas in vitro de R. communis editadas genéticamente, mediante la transfección directa 

de ribonucleoproteínas vía protoplastos y la transformación de células de epicótilo con 

Agrobacterium tumefaciens, con miras al incremento de la producción de ácido ricinoleico. 

3.2.2. Objetivos específicos  

a. Transformar genéticamente plántulas de R. communis con el vector de expresión de 

CRISPR/Cas9 mediante el co-cultivo de epicótilos de la planta con Agrobacterium tumefaciens, 

dirigidas al gen FAD2 para su mutación 

b. Inducir una mutación del gen FAD2 en plántulas de R. communis, mediante la transfección 

de protoplastos con ribonucleoproteínas Crispr/Cas9.  

c.  Caracterizar molecularmente las plántulas de R. communis regeneradas in vitro y 

procedentes de los eventos de transformación y transfección genética, para la identificación de 

posibles inserciones y deleciones en el gen de interés. 

 

 

3.3.Marco teórico 

 

3.3.1. Agrobacterium tumefaciens  

Agrobacterium tumefaciens es una proteobacteria alpha de la familia Rhizobiaceae, gramnegativa 

y presente en el suelo, conocida por tener la habilidad de realizar una transferencia de genes 

horizontal entre dominios. En 1907 se identificó la bacteria cómo la generadora de la enfermedad 

“crown gall” (E. F. Smith and Townsend 1907), enfermedad que se caracteriza por formar 
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conglomerados de células que forma tumores en raíz, tallo o área de la corona, estos tumores de 

agallas son el resultado de la transferencia del plásmido inductor de tumores (Ti) por parte de 

Agrobacterium a la celula de la planta y consecutivamente una integración estable de este DNA al 

genoma de la planta (Van Larebeke et al. 1974). El plásmido Ti transferido contiene genes que 

causan una división descontrolada de las células de las plantas los cuales alteran el balance 

hormonal de la planta, mientras otros genes se encargan de codificar proteínas que promueven la 

producción de opinas, las cuales son utilizadas por las colonias de Agrobacterium debido a que 

son aminoácidos con esqueletos de carbono, que son aprovechados por la bacteria como fuente de 

carbono y nitrógeno (Escobar and Dandekar 2003). 

 

3.3.1.1.Transferencia del T-DNA 

Para la transformación genética mediada por Agrobacterium, es necesario que el plásmido Ti tenga 

dentro de sus componentes el T-DNA, el cual es una región conservada de 25 bp con repeticiones 

imperfectas en los finales de la secuencia, esto último se denomina secuencias de borde. El 

segundo componente es la región de virulencia (vir) que codifica proteínas que apoyan la 

maquinaria que está implicada en la transferencia del T-DNA (H.-H. Hwang, Yu, and Lai 2017). 

La transferencia del T-DNA desde Agrobacterium hasta la celula de la planta comienza dentro de 

la bacteria cuando el T-DNA es separado del plásmido parental (plásmido Ti en cepas naturales y 

plásmido binario para cepas de laboratorio) (Lessl and Lanka 1994). 

Esta separación del T-DNA comienza cuando el complejo de la helicasa VirD1 y la endonucleasa 

VirD2, une el extremo izquierdo (LB) y el borde derecho (RB) de la región T-DNA (Durrenberger 

et al. 1989). Durante el proceso de separación se forma un T-DNA de una sola hebra (T-strand) el 

cual tiene unido una proteína VirD2 de manera covalente al extremo 5’ del T-strand del borde 

derecho (Young and Nester 1988). La finalidad de la proteína VirD2 anclada es dirigir el T-DNA 

de una sola hebra hacia el citoplasma de la celula de la planta haciendo uso de la proteína de 

secreción tipo IV de Agrobacterium (T4S) (Vergunst et al. 2005; Van Kregten et al. 2009). Cuando 

el T-strand se encuentra en el citoplasma, se forma un complejo T (T-complex) el cual consiste en 

T-DNA de una sola hebra cubierto por varias proteínas VirE2 que son proteínas de unión a cadena 

sencilla (Citovsky, De Vos, and Zambryski 1988), estas proteínas fueron secretadas por 

Agrobacterium a la planta. La formación de T-complex tiene como finalidad proteger el T-strand 

de la degradación  (Durrenberger et al. 1989) y adicionalmente facilitar su transporte hacia el 

núcleo gracias al dominio de señal de localización nuclear (NLS) que tiene la proteína VirD2 y 

VirE2 (Herrera-Estrella, Van Montagu, and Wang 1990). 
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Figura 32. Ilustración que describe la transferencia de DNA por parte de Agrobacterium a la 

celula de la planta. Tomado de  (Singer 2013) 

 

  

 

 

3.3.1.2.Integración del T-DNA 

Cuando el complejo T ingresa al núcleo, se desprenden todas las proteínas de dicho complejo para 

permitir la integración del T-DNA de una sola hebra. Según estudios por Schrammeijer et al. 2001, 

hipotetizan que el despojo de las proteínas del complejo T se lleva a cabo por la acción de VirF y 

por la maquinaria de degradación proteasomal de la planta. Durante el proceso de transferencia, a 

la celula de la planta pueden ingresar varias moléculas de T-DNA de manera simultánea (Virts and 

Gelvin 1985),  sin embargo, se ha mostrado que el porcentaje de moléculas de T-DNA en el núcleo 

que eventualmente se integran al genoma de la planta, es relativamente bajo (Narasimhulu et al. 

1996; Ghedira et al. 2013).  

Para la generación de plantas transgénicas, el ADN de interés se clona entre los bordes del T-DNA 

y posteriormente es la región que se va a integrar al genoma de la planta. Para propósitos 

biotecnológicos, las cepas de Agrobacterium que se emplean son genéticamente modificadas, 

puesto que se les ha removido los genes que inducen tumor. Vale la pena aclarar que eliminar estos 

genes, no afecta la capacidad de transferir el T-DNA modificado ya que los bordes derechos e 

izquierdo no se ven alterados (Hoekema et al. 1983). Al momento de integrarse el T-DNA deseado 

se pueden lograr dos tipos de transformación; transformación estable y transformación transciente. 

La transformación estable es utilizada cuando se quieren generar plantas transgénicas. La 

expresión transciente de genes foráneos se usa cuando se pretende manipular genomas de las 

plantas, en este caso las moléculas de T-DNA se expresan por unos pocos días antes de que se 

silencien los genes, se usa comúnmente para investigar la localización celular de proteínas o para 

producir y aislar proteínas in planta (Sparkes et al. 2006). 
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La integración del T-DNA se considera como un proceso que no es preciso ni limpio, 

características atribuidas a que Agrobacterium rara vez conserva sus dos bordes después de la 

integración en la planta y a que las inserciones a menudo incluyen otras secuencias de ADN de 

Agrobacterium, secuencias que usualmente provienen del plásmido Ti o binario (Martineau, 

Voelker, and Sanders 1994).  

 

3.3.1.3.Genes de virulencia de A. tumefaciens en respuesta a señales de la planta  

En la naturaleza, cuando las plantas presentan algún tipo de herida se despliega un amplio rango 

de compuestos químicos que pueden actuar como agentes quimiotácticos y atraer a Agrobacterium 

tumefaciens a los sitios de herida para infectar las plantas (H.-H. Hwang, Yu, and Lai 2017). Las 

heridas de las plantas secretan savia con un pH acidificado (5.0 a 5.8) y con alto contenido en 

compuestos fenólicos, en los que se resalta la presencia de precursores de lignina y flavonoides, 

estos compuestos actúan en primera instancia como barrera microbiana, particularmente estimulan 

la expresión genetica de los genes de virulencia de A. tumefaciens. La 3,5-dimethoxy acetophenone 

(acetosiringona) es uno de aquellos fenoles que ha sido bastante estudiado ya que es uno de los 

compuestos más efectivos para inducir los genes vir (Stachel et al. 1985). 

Para iniciar la ruta de señalización, los compuestos fenólicos de la planta interactúan de manera 

directa o indirecta con el sensor transmembranal VirA. Mediante evidencia genetica se ha podido 

demostrar que VirA censa directamente los compuestos fenólicos que son requeridos para la 

activación de los genes vir  (H. S. Lee et al. 1995; Y. W. Lee et al. 1996). Una proteína que une 

glucosa/galactosa (ChvE) interactua con VirA y potencia la activación de genes vir por medio de 

la unión de azúcares (Shimoda et al. 1993; Doty et al. 1996). Adicionalmente, la afinidad de la 

proteína ChevE por los azucares aumenta en condiciones de bajo pH, lo que sugiere una relación 

entre los azucares y la respuesta a la acidez en A. tumefaciens (X. Hu et al. 2013).  

Puesto que las moléculas fenólicas son bacteriostáticas a altas concentraciones, A. tumefaciens 

también alberga enzimas como la VirH2 para la detoxificación de compuestos fenólicos dañinos 

secretados por las heridas de las plantas (Kanemoto et al. 1989). 

Varios estudios han demostrado que las auxinas y citoquininas no contribuyen únicamente a la 

formación de tumores; también afecta la fisiología y expresión genetica de Agrobacterium (P. Liu 

and Nester 2006; W. Y. Hwang et al. 2013). El ácido indolacético (IAA) es una auxina que se 

sobreproduce después de la integración de T-DNA, puede afectar el crecimiento y la expresión de 

los genes vir ya que compite por los compuestos fenólicos por la interacción con la proteína VirA. 

Se propone que bajos niveles de auxinas pueden promover la transformación durante los momentos 

iniciales de la infección de Agrobacterium para evitar la inhibición del crecimiento y los genes de 

virulencia. Otra respuesta a nivel de planta para inhibir la infección por parte de Agrobacterium es 

la del ácido salicílico, esta citoquinina también interfiere en la virulencia, la unión de la bacteria a 

la pared de las células y el crecimiento de esta (HWANG et al. 2010). Se ha demostrado el efecto 

del ácido salicílico, creando plantas mutantes que sobreexpresan está citoquinina y las hace 
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resistentes a la infección por parte de A. tumefaciens, mientras que plantas con una poca 

producción tiene un alto porcentaje de infección por parte de Agrobacterium (Anand et al. 2008; 

C. W. Lee et al. 2009). Otro componente que puede afectar la infección en la planta es el etileno, 

que se ha documentado que puede reprimir la expresión de los genes vir pero no representa una 

amenaza al crecimiento de Agrobacterium (Nonaka et al. 2008). En síntesis, un balance adecuado 

de las hormonas de la planta puede ejercer un rol importante en la modulación de la eficiencia de 

infección por parte de Agrobacterium tumefaciens (Gohlke and Deeken 2014; Subramoni et al. 

2014). 

3.3.1.4.Transferencia genética Horizontal por Agrobacterium tumefaciens  

Aunque se conoce a Agrobacterium por su capacidad de transferir genes horizontalmente a células 

de plantas generando la enfermedad de la corona de agallas, se considera que no es un evento 

exclusivo de esta especie, debido a que existen muchas secuencias de origen bacteriano que se 

encuentran en muchos genomas eucariotas (B. Lacroix and Citovsky 2018). Muchas de estas 

secuencias se han adquirido por eventos endosimbióticos que permitió integración de organelas en 

la celula o simplemente adquisición de genes que fueron relevantes para una evolución adaptativa. 

Agrobacterium representa el principal vector usado en la investigación en biotecnología vegetal 

para la transferencia de genes. Para la década de los 80´s se realizó la primera transformación y 

regeneración exitosa de plantas de tabaco (Horsch et al. 1984), pero, aunque la mayoría de las 

plantas son susceptibles a una transformación mediante Agrobacterium, la eficiencia de la 

generación de plantas transgénicas sigue siendo baja para muchas de ellas  (B. B. Lacroix et al. 

n.d.) 

La transferencia de DNA permite estudiar la expresión genética en muchos tejidos de plantas 

permitiendo por ejemplo la evaluación de localización subcelular de proteínas (Krenek et al. 2015). 

Como la integración del T-DNA en muchas ocasiones ocurre de manera aleatoria en el genoma de 

la planta, permite estudiar genómica por medio de colecciones de plantas con mutaciones por 

inserciones (Alonso et al. 2003) 

Finalmente, aunque se han logrado comprender muchos mecanismos de la transferencia de DNA 

por parte de Agrobacterium a sus hospederos, así como entender el transporte e integración del 

DNA foráneo al genoma de células eucariotas, aún permanecen muchas incógnitas alrededor de 

dichos mecanismos, cómo lo es si la introducción de un DNA foráneo en el genoma representa un 

acto agresivo en contra de la celula y si los organismos eucariotas ya han evolucionado para 

adaptarse a este tipo de inserciones y mantener la integridad de sus genomas (B. Lacroix and 

Citovsky 2018). 

 

3.3.1.5.Uso de Agrobacterium como herramienta biotecnológica en cultivos  

La producción de alimentos a nivel mundial tiene ciertos retos asociados principalmente a un 

incremento en la población mundial, cambio climático y área limitada para la agricultura en el 
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mundo (Villanueva-Mejía 2018). La biotecnología vegetal aplicada a la agricultura ha jugado un 

papel relevante para la producción de cultivos sostenibles, dentro de los principales aportes se 

resalta la introducción de cultivos que son tolerantes a ataque por insectos y también a herbicidas, 

cultivos tolerantes a sequía, mayor producción de materia prima por menos área cultivada, entre 

otros (Anand et al. 2018). Un análisis llevado a cabo por Pellegrino y colaboradores en el 2018 

(Pellegrino et al. 2018), tomó datos del uso de cultivos biotecnológicos e indicó que a nivel 

mundial se ha disminuido en un 37% el uso de pesticidas y la producción ha aumentado en 

promedio un 25%. El núcleo de la biotecnología agrícola es la transformación de plantas donde se 

logra insertar un DNA foráneo en el genoma de las plantas, este proceso se hace principalmente 

mediado por Agrobacterium.  

Para muchos cultivos, se necesita una expresión multi generacional de los transgenes, debido a la 

variabilidad inherente del proceso de integración del transgén al genoma (Strauss and Sax 2016). 

Es por ello que se hace necesario caracterizar los rasgos transgénicos en muchos eventos realizados 

sobre múltiples explantes vegetales transformados con el mismo constructo, y así identificar el 

mejor evento (Strauss and Sax 2016). Para la identificación del mejor evento de transformación se 

necesitan herramientas a nivel molecular, tales como qPCR  (determinación del número de copias 

del transgen), PCR multiplex (detección de la integración del vector) (Zhi et al. 2015), seguido por 

Southern-by-Sequencing TM (SbSTM) (Zastrow-Hayes et al. 2015), el cual es usado para 

determinar de manera exacta la secuencia exacta del inserto, mientras que de manera simultánea 

se detecta la presencia de DNA exógeno en los eventos de transformación. Una combinación de 

estos ensayos provee un marco de trabajo robusto para la caracterización y selección de altos 

porcentajes de eventos de transformación de calidad (Anand et al. 2018). Una práctica común en 

la industria de los alimentos es solo aceptar los eventos que cumplan con un alto porcentaje de 

calidad para un análisis fenotípico adicional y el rendimiento en campo. Muchas agencias prefieren 

también aquellos eventos transgénicos donde no se interrumpen genes endógenos o que tengan un 

inserto que este en el rango de 1-2 Kbp (“Guidance on the Agronomic and Phenotypic 

Characterisation of Genetically Modified Plants” 2016). 

Es altamente deseable desarrollar estrategias de mejoramiento genético que sean precisas en sitios 

específicos donde se pueda integrar el transgén, para una integración controlada y evitar 

interferencias con genes de la planta (Anand et al. 2018). Se han adoptado estrategias para una 

modificación genética precisa y adicionalmente generar eventos donde no se integren secuencias 

no deseadas que son altamente reguladas por las compañías alimentarias. Para una modificación 

genética precisa se resaltan dos métodos: el primero es la integración especifica mediada por la 

recombinasa, el segundo, es la recombinación no homologa mediada por nucleasas, para insertar 

un DNA molde al genoma de las plantas (Lyznik et al. 2003, Tzfira and White 2005). Durante los 

últimos años se ha resaltado el uso del segundo método porque permite un rompimiento en la doble 

cadena de ADN en un sitio específico del genoma, y luego se hace una entrega de un DNA molde 

para la recombinación homóloga. Cae un interés particular en el sistema CRISPR/Cas9 porque 

permite una modificación en el genoma más precisa que la realizada por los ZFNs y TALENs, 
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además. Se pueden hacer varias modificaciones en simultaneo. La aplicabilidad de estos métodos 

permanece un poco referenciado a tener bajas eficiencias de transformación (Lyznik et al 2003, 

Weeks et al 2016, Anand and Jones, 2018). 

 

3.3.1.6.Uso de Agrobacterium como sistema de edición genetica tipo CRISPR/Cas9 

en cultivos  

La edición de genomas en las plantas es tan antigua como las plantas mismas, surgiendo como una 

forma natural de mutagénesis aleatoria. A medida que surgió la domesticación de las plantas, cerca 

de 10000 años atrás, la selección natural se acercó a ámbitos de mejoramiento de plantas a través 

de cruces intra e interespecíficos e intergénicos, y esto contribuyo a aumentar la variabilidad 

genética (Sleper ans Poehlman 2006). Tiempo después la manipulación genética se dirigió a la 

generación de mutaciones mediante rayos X, rayos gamma y beta, irradiación ultavioleta, 

adicionalmente, mutagénicos químicos como metanosulfonato de etilo (Greene et al. 2003). 

 Se han reportado durante los últimos años varios estudios de edición de genomas en plantas 

usando nucleasas con secuencias de reconocimiento, que se pueden resumir en nucleasas dedos de 

zink (ZFN), nucleasas activadoras de transcripción (TALENs), repeticiones palindrómicas cortas 

agrupadas interespaciadas (CRISPR) con la nucleasa Cas9 o Cpf1. Básicamente la edición de 

genomas se trata de una reparación del DNA basada en la unión de extremos no homólogos (NHEJ) 

y reparación dirigida por homología (HDR) (Steinert et al. 2016). La NHEJ, es una vía de 

reparación dónde se unen los extremos del DNA mediante una ligasa, proceso que puede resultar 

en errores que incluyen inserciones o deleciones (indels) de nucleótidos. Este tipo de errores causa 

codones de parada prematuros o sin sentido, haciendo genes no funcionales. Por su parte, el tipo 

de reparación HDR se basa en las recombinaciones homologas que ocurre en células somáticas 

para reparar el quiebre de la doble cadena, y en células meióticas para el intercambio de material 

genético entre cromosomas parentales (Puchta 2005, Steinert et al 2016). El resultado de esta vía 

de reparación es la integración precisa de una cadena de DNA molde que es donada por un 

cromosoma homólogo.  

Para este capítulo en particular, esta investigación se centró en el uso del sistema CRISPR/Cas9, 

el cual es un componente importante en la inmunidad adaptativa en bacterias y arqueas que está 

involucrado en la eliminación de DNA plasmídico o viral de parásitos invasores (Bhaya et al. 

2011). El sistema CRISPR contiene una combinación de Cas9, elementos RNA no codificantes 

denominados CRISPR RNA (crRNA) y pequeñas secuencias para transactivaciones crRNA 

(tracrRNA). El crRNA y tracrRNA forman un complejo denominado RNA (gRNA). La 

endonucleasa Cas9 forma un complejo con el RNA guía que reconoce una secuencia especifica en 

el sitio target en la presencia de un motivo protoespaciador adyacente corriente abajo (PAM) que 

tiene una secuencia 5´-NGG-3´, secuencias que presentan alta ocurrencia n los genomas, lo que 

conduce a que muchos genes pueden ser blanco para el complejo Cas9/sgRNA (Sardesay y 

Subhashree, 2018). 
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Una vez enunciados los principales componentes moleculares de la edición genetica, es importante 

mencionar que este sistema puede ser llevado a las plantas usando para ello la bacteria 

Agrobacterium, mediante el uso de un caset de expresión que lleve a la producción de la 

endonucleasa Cas9 y el sgRNA, caset que puede estar en un plásmido y entregado por la bacteria 

(Xing et al. 2014). Lo anterior ha llevado a considerar que A. tumefaciens es uno de los métodos 

preferidos para la entrega del sistema CRISPR/Cas para la edición genetica de genomas vegetales, 

ya que el vector para la entrega del complejo es bastante estable (Sardesay y Subhashree, 2018). 

Ahora bien, respecto a la eficiencia del proceso, una edición genética mediada por Agrobacterium 

tumefaciens puede aumentar su eficiencia si se complementan con copias extra de genes vir, es 

decir, usando cepas “supervirulentas”. Merlo y colaboradores (2017) desarrollaron una cepa 

supervirulenta de la cepa LBA4404 donde integraron genes vir en el cromosoma de la bacteria, 

creando un “SUPERCHROME” que lograba el doble de la eficiencia de transformación 

(comparada con una cepa LBA4404 wild type), y que además era capaz de mantener un 100% la 

estabilidad del plásmido de interés en su sistema (Gupta et al. 2017). Asimismo, para mejorar el 

sistema de edición genetica, se han realizado avances en la reducción del tamaño del vector 

(mejorando su estabilidad), generando nuevas opciones sobre el marcador de selección en la 

bacteria y agregando operones a los genes VirC, VirD, y VirE (Anand et al. 2018). 

 

 

3.3.2.  Sistema CRISPR 

Los procariotas tienen mecanismos de defensa para invasiones virales. Una de las más nombradas 

estos últimos años ha sido un mecanismo de inmunidad adaptativa encontrada en muchas bacterias 

y arqueas. Se trata de Repeticiones Palindrómicas Cortas Agrupadas y Regularmente 

Interespaciadas, conocida por sus siglas en ingles CRISPR (Clustered Regulatory Interspaced 

Short Palindromic Repeats), mecanismo que consiste básicamente en integrar (guardar) secuencias 

de DNA en su genoma (de los procariotas), que son idénticas a los patógenos que han invadido 

anteriormente, lo que genera una especie de memoria celular. Estas secuencias adquiridas permiten 

a la bacteria o arquea reconocer invasiones virales posteriores y degradar la secuencia invasora por 

medio de una endonucleasa Cas9 (Bhaya et al. 2013). 

 

3.3.2.1. Generación de los pequeños RNAs 

La característica más distintiva del sistema CRISPR/Cas9 es el locus CRISPR. Los CRISPR loci 

son caracterizados por sus secuencias cortas y repetidas (generalmente 30-40 nucleótidos) que son 

separados por secuencias variables de tamaños similares, que son las que provienen de los virus, 

plásmidos u otros invasores y les confieren la inmunidad en contra de estos (Kunin et al 2007). El 

locus de CRISPR trascribe pequeños RNA (crRNA) que contienen las secuencias derivadas de los 

invasores como target para su silenciamiento (Brouns et al. 2008, Marraffni y Sontheimer, 2008). 
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CRISPR captura y almacena fragmentos de secuencias invasoras y genera pequeños RNAs que 

confieren la inmunidad heredada en contra de los invasores de las bacterias o arqueas (Lillestol et 

al 2009) 

 

3.3.2.2. Endonucleasas Cas 

Los genes cas están estrechamente vinculados a los loci CRISPR de manera física (ubicación a 

nivel genómico) y evolutiva, lo que lo hace coherente con el cofuncionamiento de los crRNAs y 

las proteínas Cas (Makarova et al. 2011). Existen cerca de 45 familias de genes cas, sin embargo, 

solo se concentra un pequeño número de éstas, como Cas1-6, pero muchos organismos tienen 

únicamente alguno de estos seis genes, y únicamente las Cas1 y Cas2 parecen ser universales en 

el mecanismo de defensa de las bacterias y arqueas (Terns and Terns 2014). En los organismos, el 

centro de los genes cas están suplementados por uno o más de los nueve sets de los subtipos de 

Cas. Ocho de los sets de los genes cas son nombrados según un organismo prototipo donde se 

encuentran (tabla 10, figura 33). Existe otro set que es el Cmr que se denomina modulo RAMP, y 

se encuentra en conjunto con otros sets. 

 

Tabla 10. Subtipo de los genes Cas y el Organismo dónde se encuentra (Terns and Terns 2014). 

Subtipo Cas Organismo 

Csa Aeropyrum perniz 

Cst Thermotoga 

Csh Haloarcula 

Csm Mycobacterium 

Csd Desulfovibrio 

Csy Yersinia 

Cse Escherichia 

csn Neisseria 
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Figura 33. Representación de los tipos de proteína Cas, desde las más universales hasta las más 

específicas encontradas. Tomada de Terns and Terns 2015. 

 

Lo tipos de Cas: Csa Cst,Csh y Csm son comunes en arqueas (Makarova et al. 2011, Haft et al. 

2005), y todos los tipos de Cas están presentes en bacterias con excepción de Csa, que resulta ser 

exclusiva para arqueas. La diversidad de las proteínas Cas en los sistemas CRISPR podría sugerir 

que existen múltiples variaciones de la ruta de ejecución de CRISPR. Las proteínas Cas han 

demostrado funcionar como nucleasas, helicasas, proteínas de unión al RNA, entre otras funciones 

(Haft et al. 2005,Makarova 2006), sin embargo aún falta caracterizar muchas de las proteínas a 

nivel bioquímico. 

  

3.3.2.3. Mecanismo de acción del sistema CRISPR Cas en procariotas 

Durante el proceso de inmunidad adquirida que permite CRISPR, se contemplan 3 pasos de 

operación, el primero es adaptación de los CRISPRs, el segundo en la biogénesis de los RNAs de 

CRISPR y finalmente es el silenciamiento de los invasores (Terns and Terns 2014) tal y como lo 

muestra la figura 34. 

• Adaptación: Adquisición de las secuencias del nuevo invasor en el loci CRISPR 

Durante esta primera fase, una copia de un fragmento del ácido nucleico del patógeno invasor se 

genera y se denomina “protoespaciador” y este se integra al locus CRISPR. Estos 
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protoespaciadores se integran adyacente a la secuencia líder en un extremo del CRISPR 

(Barrangou et al. 2007; Andersson and Banfield 2008), lo que hace se las inserciones sean en cierta 

media “cronológicas” con respecto a infecciones pasadas. Secuencias cortas de 3-6 nucleótidos se 

encuentran adyacentes al protoespaciador, a estas se les denominan PAMs (Deveau, Garneau, and 

Moineau 2010) y son críticas en la generación o la integración de los protoespaciadores al loci 

CRISPR (Horvath et al. 2008). La región PAM es reconocida por la maquinaria para su corte por 

la endonucleasa respectiva. Para la escisión del DNA del invasor se la ha adjudicado relevancia a 

la Cas1 por evidencias a nivel in vitro (Wiedenheft et al. 2011). 

• Biogénesis de los RNA CRISPR (crRNA) 

La biogénesis implica la producción de numerosos crRNA individuales a partir de transcripciones 

del locus CRISPR (Hale et al. 2009; Marraffini and Sontheimer 2008). En varios organismos se 

ha evidenciado de los crRNA y las proteínas Cas se expresan de manera constitutiva, lo cual es 

coherente para un sistema inmune. También estudios realizados en E.coli han mostrado que la 

expresión de los crRNA están altamente regulados (Díez-Villaseñor et al. 2010) y que en Thermus 

thermophilus, la presencia de invasores eleva la expresión de los crRNAs (Agari, Kuramitsu, and 

Shinkai 2010) 

Se han logrado identificar las primeras enzimas implicadas en la biogénesis de los crRNA. En 

varios sistemas CRISPR-Cas, la superfamilia RAMP de las proteínas Cas cataliza el corte de los 

transcritos de CRISPR, las Cas reconocen repeticiones específicas de secuencias crRNA y cataliza 

un único corte dentro de cada repetición, lo que libera crRNA individualmente (Carte et al. 2008) 

y que su secuencia está flanqueda por 5´ y 3´. Una secuencia repetida de 8 nucleótidos se retiene 

al extremo 5´ de los crRNA lo que representa una especie de etiqueta que juega un papel importante 

en el sitio de unión de la proteína Cas (Carte et al. 2008). 

• Silenciamiento de los invasores 

Los crRNAs son incorporados en complejos efectores y guían dichos complejos al genoma del 

invasor (por medio de interacciones de pares de bases). El silenciamiento puede ser ejecutado a 

nivel de DNA o RNA. Cuando se transcribe el crRNA, un segundo RNA es transcrito (se trata de 

otro RNA que se encuentra corriente arriba del locus de CRISPR), RNA denominado trans-

activador CRISPR RNA (tracrRNA). El tracrRNA tiene una región que es complementaria a la 

región repetida del crRNA y crea un RNA de doble cadena que es cortado por la RNasa III y 

resulta en un complejo de crRNA:tracrRNA que se asocia con una proteína Cas y crea una 

ribonucleoproteína activa que va a realizar el corte en el genoma del invasor (Thurtle-Schmidt and 

Lo 2018). 
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Figura 34. Esquema que representa el mecanismo de acción del sistema CRISPR/Cas en 

procariotas. Tomado de (Terns and Terns 2014) 

 

 

3.3.2.4. Uso del sistema CRISPR/Cas9 en la biotecnología vegetal  

Las plantas están expuestas a muchas condiciones biológicas y ambientales que pueden causar 

daños a nivel del DNA, como lo es la radiación UV, infección por patógenos, estreses genotóxicos, 

calor, entre otros. Este tipo de daños deben de ser reparados para mantener la estabilidad del 

genoma, y para ello, existen diferentes maquinarias de reparación del DNA. Para la reparación de 

pares de bases y nucleótidos dañadas existe la reparación por escisión de bases (BER) y la 

reparación por escisión de nucleótidos (NER) (Mali et al. 2013). El reconocimiento y corrección 

de nucleótidos mal incorporados se realiza por el mecanismo de reparación de mismatch (MMR), 

mientras que el reconocimiento y reparación de rompimientos de una sola cadena o nicks se 

reparan por la vía BER y reparación directa homologa (HDR) - si existe algún donador homologo-

Para el caso de daños de rompimiento de la doble cadena del ADN, existen dos vías de reparación: 

la de unión de extremos no homólogos (NHEJ) y recombinación homologa (HR) (Jinek et al. 2012, 

2013). Se cree que NHEJ resulta en varias mutaciones, variando desde unas sustituciones, hasta 
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inserciones/deleciones de un solo nucleótido (Roth and Wilson 1985). Por el contrario, HR, aunque 

generalmente se cree que está libre de errores de reparación, con frecuencia resulta en grandes 

duplicaciones segmentarias, duplicación de genes, perdida o inactivación génicas (J. Smith 2001) 

Por un largo tiempo la inducción de cambios s nivel genómico estaba supeditado a las propiedades 

de las herramientas que estaban disponibles para edición genética. Ahora, el sistema CRISPR 

asociado a la endonucleasa Cas9 CRISPR/Cas9 ha revolucionado la investigación y mejoramiento 

genético en plantas, dado que combina una alta eficiencia y una flexibilidad potencializada con la 

facilidad de hacer modificaciones simultáneamente en múltiples sitios del genoma (Schindele, 

Dorn, and Puchta 2020). El sistema CRISPR/Cas9 se divide en dos clases con 6 tipos. La clase 1 

contiene los sistemas CRISPR de tipo I y tipo III y son comúnmente encontrados en arqueas. La 

clase 2 contiene los tipos II, IV y V. 

La nucleasa Cas9 tipo II de Streptococcus pyogenes (SpCas9) fue la primera en ser utilizada para 

aplicaciones biotecnológicas en 2012 y usada para generar la primera planta editada en 2012 (Jinek 

et al. 2012; Shan et al. 2013). De igual forma, se han empleado otros tipos de fuentes para Cas9, 

como Staphylococcus aureus Cas9 (SaCas9) o Streptococcus thermophilus Cas9 (StCas9). 

Asimismo, otros sistemas CRISPR se han caracterizado como el CRISPR/Cas12a con 

requerimientos diferentes en su sgRNA y patrones de corte, así como el CRISPR/Cas13, que puede 

tener como target RNA en lugar al DNA (Zetsche et al. 2015; Shmakov et al. 2015). CRISPR/Cas9 

realmente se ha visto extensamente usado para la generación de knockouts, permitiendo la 

introducción de nuevas características a cultivos y a nivel de investigación permite análisis 

fenotípicos de mutantes en biología de plantas (Kumlehn et al. 2018). 

CRISPR es un poco más eficiente y sencillo que métodos previos de edición genética como ZFNs 

y TALENs. Estos últimos, a pesar de ser similares a CRISPR en la manera de que pueden generar 

doble quiebre del DNA en una región objetivo, realmente acarrean una ingeniería a nivel proteína 

más desgastante para cada una de las regiones blanco; aspecto opuesto en CRISPR, ya que éste 

utiliza el RNA guía. Para resaltar, la habilidad de CRISPR para ser usado en reacciones multiplex 

logrando múltiples targets de manera simultánea, aspecto considerado una de las mayores ventajas 

comparado con ZFNs y TALENs (Hsu et al. 2013). 

CRISPR tiene varios campos de acción ya que tiene muchas aplicaciones en fitomejoramiento. 

Una revisión de 52 artículos sobre la aplicación agronómica de CRISPR muestra que el mayor 

rango de aplicación de esta tecnología es a nivel de mejoramiento de rendimiento en cultivos, 

seguido de biofortificación y tolerancia a herbicida (Ricroch, Clairand, and Harwood 2017). Para 

los fitomejoradores, CRISPR es una gran herramienta para desarrollar características deseadas en 

diferentes especies de plantas y en cierta medida resulta ser más ágil, en comparación al 

fitomejoramiento tradicional que involucra cruce de germoplasmas que puede tomar años para 

mejorar una especie. 
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3.3.2.5. Uso del sistema CRISPR como herramienta biotecnológica en cultivos  

La aplicación de la edición genética en plantas usando nucleasas a un sitio especifico, ha 

fomentado la investigación básica en plantas y a su vez, el fitomejoramiento y aplicaciones 

comerciales (Metje-Sprink, Sprink, and Hartung 2020). Gracias a la alta facilidad y eficiencia del 

uso de esta tecnología, al menos 40 especies de plantas se han modificado durante estos años (Tian 

et al. 2017; Lemmon et al. 2018; Modrzejewski et al. 2019), lo que ha aumentado el número de 

publicaciones científicas que reportan el uso de CRISPR, casi que de manera exponencial en 

aplicaciones biotecnológicas. Vale la pena resaltar, que un aspecto importante para el uso de 

herramientas de edición genética, como CRISPR, conlleva asuntos legales que regulan su uso. Para 

mencionar un par de casos, la corte de justicia de la unión europea en Julio del 2018 decidió que 

las plantas producidas por nuevos métodos de mutagénesis directa (como es el caso de CRISPR) 

deben ser reguladas cómo Organismos Genéticamente Modificados (GMO) (Caso C-258/16) (Ver 

Figura 35), lo que implica que cualquier investigación que involucre edición genética debe pasa 

por un proceso legal con las autoridades competentes. Caso contrario se ve en Estados Unidos y  

países de Sur América como, Argentina, Brasil, Colombia, y Chile que denotan que las plantas 

que son sometidas a edición genética no se someten a regulación como si fueran GMO, siempre y 

cuando, al final del proceso no queden secuencias transgénicas en las plantas resultantes (Metje-

Sprink, Sprink, and Hartung 2020). 

Figura 35. Panorama mundial de las regulaciones de cultivos basados en edición genetica. 

Tomado de Metje-Sprink, Sprink, and Hartung 2020 

 

Ahora bien, a nivel de investigación en plantas, son muchos los cultivos que están siendo 

mejorados mediante edición genética como lo muestra la tabla 11. Aquí se observa que el arroz es 

el cultivo que más se ha estudiado para mejorar características agronómicas.  
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Tabla 11. Cultivos de plantas editadas genéticamente que se han evaluado en campo. Tomada de 

Metje-Sprink, Sprink, and Hartung 2020 

  

 

Evidencias han demostrado una rápida expansión del sistema Crispr/Cas9 en diversas variedades 

de cultivos, incluyendo los cultivos tropicales, ya que la edición de genomas ha mostrado ser una 

gran promesa para los cultivos y la alta demanda de alimentos a nivel mundial (Haque et al. 2018). 

Dentro de los estudios de edición genetica, el cultivo del arroz es el que más se ha estandarizado, 

puesto que es uno de los cereales más cultivados en el mundo en climas tropicales (tabla 11). 

A pesar de que muchos genomas de varias plantas de cultivos tropicales se han secuenciado, las 

funciones de la mayoría de los genes siguen siendo desconocida, lo que quiere decir que no se ha 

alcanzado el nivel de investigación para comprender completamente las funciones de la mayoría 

de los genes de las plantas tropicales. Sin embargo, la reciente tecnología de secuenciación del 

genoma y los estudios de asociación del genoma (GWAS), permiten predecir la función de muchos 

genes, lo que expande la aplicación del sistema Crispr/Cas9 a varios cultivos (Tabla 12 y 13) 
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Tabla 12. Ejemplos de cultivos tropicales que han sido editados genéticamente mediante 

CRISPR, para desarrollo de tolerancia a estrés biótico y abiótico. Tomada de Haque et al. 2018. 

 

Tabla 13. Genes de plantas tropicales que han sido editados genéticamente mediante CRISPR, 

para desarrollo de tolerancia a estrés biótico y abiótico. Tomada de Haque et al. 2018. 
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3.4.Materiales y métodos 

 

El presente proyecto de investigación se realizó en el laboratorio de Biotecnología vegetal y el 

Laboratorio de Biología Molecular de la Universidad EAFIT, Medellín, Colombia.  

Este capítulo comprende el uso de dos metodologías para la aplicación de la tecnología 

CRISPR/Cas9. En una primera parte se contempla el uso de Agrobacterium tumefaciens como 

mediador para la entrega del vector de expresión de tipo CRISPR/Cas9. En la segunda parte se 

aborda la edición genética haciendo uso de transfección de protoplastos con la Ribonucleoproteína 

mediada por PEG-4000 

 

3.4.1. Transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens en epicótilos de 

Ricinus communis para la edición genética del gen FAD2.  

En primer lugar, se prepararon células quimicompetentes con el método descrito por Hanahan 

1983. El medio dónde se conservó Agrobacterium (medio YEP) estaba compuesto por 

Bactopeptona 10g/L, NaCl 5g/L y extracto de levadura 10 g/L.  

Inicialmente, se inoculó 10 ml de medio YEP con rifampicina (60 ug/ml) y estreptomicina 

(50ug/ml) con la cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404. Luego se dejó a 28°C y 220 rpm 

durante toda la noche. Al día siguiente se tomó los 10 ml como pre-inóculo para 50 ml de medio 

YEP con los mismos antibióticos y se dejó creciendo toda la noche con las condiciones anteriores. 

Finalmente, se midió la OD600 y se estableció en el rango de 0.5 – 0.7. Para la preparación de 

células quimiocompetentes, se inoculo 100 ml de medio YEP con 1 ml de células de 

Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 con la OD600 descrita en el apartado anterior, luego 

se dejó creciendo toda la noche a 28°C a 225 rpm. Al siguiente día se transfirió 15 ml del cultivo 

inoculado a tubos falcón, para ser centrifugados a 3160 x g durante 7 min a 4°C y se descartó el 

sobrenadante (después de esta centrifugación, todos los pasos se hacen en cadena de frio, 

incluyendo puntas y micropipetas frías). El pellet se resuspendió en 10 ml de buffer CCMB80 

(Acetato de potasio (pH 7.0) 10 ml/L, CaCl2·2H2O 11.8 g/L, MnCl2·4H2O 4 g/L, MgCl2·6H2O 2 

g/L y glicerol 10%. Prepararlo en agua milli-Q, ajustar el pH a 6.4 con 0.1 M de HCl y esterilizar 

por filtración a 0.45 µm ), se agito en vortex hasta diluir el pellet y luego se agregó 20 ml del 

mismo buffer y se mezcló por inversión, después se centrifugo a 3160 x g durante 10 min a 4°C, 

se descartó el sobrenadante y se resuspendió en 10 ml de buffer CCMB80 y hacer vortex, realizar 

esta última centrifugación una vez más con 10 ml de CCMB80, finalmente el pellet resultante se 

resuspendió en 800 µl de buffer CCMB80 con puntas pre-enfriadas y se le hizo un  pequeño vortex. 

Las células se almacenaron en alícuotas de 50 µl en tubos eppendorf de 1.5 ml pre-enfriados y se 

dejaron a -80°C hasta su uso. 
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3.4.1.1. Transformación Agrobacterium tumefaciens con el vector CRISPR PL 

Después de la preparación de las células de Agrobacterium quimiocompetentes, éstas se 

transformaron mediante choque térmico con el plásmido CRISPR PL. Inicialmente se 

descongelaron dos viales que contenían alícuotas de 50 μL de células competentes de 

Agrobacterium LBA4404 y se dejaron en hielo. A cada uno de los viales que contenía las células 

quimicompetentes, se le agregó 5 μL del plásmido CRISPRPL-1ea (Se hicieron dos 

transformaciones uno con el plásmido CRISPR 27 y otra con CRISPR 79) (20 ng/ μL) y se mezcló 

suavemente con la punta de la micropipeta por 10 veces, luego se puso la mezcla que contiene las 

células con el vector en hielo por 30 minutos, inmediatamente después de los 30 min se pasaron 

los viales a 37°C por 1 minuto 20 segundos y se dejaron nuevamente los viales en hielo y se le 

agrego 250 μL de medio YEP para la recuperación de las células después del choque térmico, se 

dejaron por 2 horas a 28°C a 220 μL en shaker (marca thermo fisher). Finalmente, se sembró 100 

μL de las células en medio YEP sólido con el antibiótico de selección (Kanamicina 50 μg/ml).Para 

verificar si las células de Agrobacterium quedaron transformadas con el plásmido CRISPRPL, se 

realizó PCR a las colonias que crecieron en el medio YEP sólido con kanamicina (50 μg/ml) para 

la amplificación del gen de resistencia a Higromicina que tiene el plásmido (Ver tabla 15 para 

secuencia de primers para el gen de resistencia higromicina HptII), usando la mezcla de reactivos 

enunciados en la Tabla 14.  

Tabla 14. PCR de colonias de Agrobacterium tumefaciens para amplificación de gen de 

resistencia a Higromicina (HptII). 

 Concentración Stock Concentración final 

Buffer Taq 10 X 1 X 

MgCl2 25 mM 3 mM 

dNTP’s 10 µM 0.3 µM 

Primer F 10 µM 0.2 µM 

Priver R 10 µM 0.2 µM 

Taq 5 U/ µl 1 U 

DNA --- colonia 

H2O Ajustar a 25 µl x reacción  

 

Posteriormente, las muestras fueron incubadas en un termociclador (Bio Rad C1000) con las 

siguientes condiciones de PCR: 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, annealing 

65°C por 1 minuto, polimerización a 72°C por 1 minuto, seguido por 72°C por 5 minutos. Luego 

los productos de PCR generados fueron corridos en gel de agarosa al 1.2%, a 70 voltios por 90 

minutos. 
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3.4.1.2. Protocolo Transformación de plantas de R. communis con Agrobacterium 

Después de tener las células de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 transformadas con cada una 

de las dos opciones de plásmidos CRISPR PL (uno para cada opción de sgRNA), se procedió a 

iniciar el procedimiento de co-cultivo (transformación genética en los tejidos vegetales). 

Inicialmente, se preparó una solución de infección la cual contiene Agrobacterium. Para esto se 

inoculó 10 ml de medio YEP con 500 μl de células de Agrobacterium tumefaciens que contenían 

el plásmido CRISPR. Se hicieron dos soluciones de infección: una con el vector CRISRP 27 y otra 

con CRISPR 79, las cuales se incubaron en agitación a 225 rpm, 28°C por 12 horas. El cultivo pre-

crecido se utilizó como inóculo para 50 ml de medio YEP suplementado con 200 μM de 

acetosiringona y se incubó a 28°C, 225 rpm durante toda la noche. Al día siguiente el cultivo se 

centrifugó a 2000 rpm, 10 min a 25°C, y el pellet se resuspendió con 15 ml de medio WPM (2.41 

g/L) (Lloyd and McCown 1980). Una vez esto, el medio se centrifugó nuevamente con las 

condiciones anteriores, y posteriormente el pellet celular se resuspendió con medio WPM hasta 

alcanzar una OD600 =0.3 – 0.5 y una vez fijada la densidad óptica. Se adicionó acetosiringona a 

una concentración final de 200 μM. 

Al momento de tener la solución de infección se realizó la segunda parte del proceso, que es la 

transformación genetica de epicótilos de Higuerilla mediante Agrobacterium tumefaciens 

LBA4404 transformada con el vector de CRISPR. Para esto, se tomó una planta de higuerilla in 

vitro de no más de 2 meses de edad y se seleccionó el epicótilo, cortando hojas, ápice y raíz en 

cámara de flujo laminar, posteriormente se cubrió el explante con papel fixomull (Fixomull® 

Stretch, BSN medical) estéril formando un cono para después adicionar 50 μl de la solución de 

infección, paso de repitió al siguiente día. Se dejaron los epicótilos en co-cultivo con la solución 

de infección en oscuridad a 28°C en el medio de regeneración de epicótilos (ver sección 1.4.9.3). 

Al tercer día del co-cultivo se retiró el papel fixomull y se limpió el explante con un algodón estéril, 

luego, se formó con papel fixomull estéril un cono nuevo y se agregó 100 μl del antibiótico 

Timentin (PhytoTechnology Laboratories®) al 0.1%. Los explantes se dejaron en condiciones 

controladas (humedad, temperatura y fotoperiodo natural) y establecidas para el cultivo de 

higuerilla en el laboratorio de biotecnología vegetal de la universidad EAFIT. Transcurridas dos 

semanas, se retiró el papel fixomull y los epicótilos se pusieron en un nuevo medio de selección, 

pero esta vez con 20 mg/L de Higromicina. Se dejaron las plantas nuevamente bajo las condiciones 

del laboratorio de biotecnología vegetal. 

 

3.4.1.3. Identificación Molecular de las plantas transformadas de R. communis  

Los epicótilos regenerados de R. communis se procesaron para extraer RNA y realizar 

caracterización de los niveles de expresión del gen FAD2. Para esto se usó un kit de extracción de 

RNA para plantas (Spectrum™ Plant Total RNA, Sigma-Aldrich, USA), después ese se generó 

cDNA a partir del RNA extraído de las muestras, y así, evaluar los niveles de expresión del gen 
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de interés. Para ello, se utilizó la técnica de qPCR y posteriormente, con los datos obtenidos de 

expresión relativa, se procesaron mediante el uso del software HRM (High resolution melt 

analysis) para el análisis de las curvas de melting de los fragmentos de DNA amplificados durante 

la qPCR, de tal manera que permitiera identificar diferencias de las plantas “wild type” con 

respecto a las plantas sometidas a transformación mediada por Agrobacterium con el vector de 

Crispr/Cas9. En la tabla 15 se resumen los primers utilizados durante la identificación molecular 

de las plantas transformadas de R. communis.  

 

Tabla 15. Lista de primers empleados para la identificación molecular de las transformaciones 

en Agrobacterium tumefaciens y Ricinus communis. 

Nombre primer Forward Reverse 

HptII CTATTTCTTTGCCCTCGGACG ATGAAAAAGCCTGAACTCACCCG 

106 (regiones edición 

con CRISPR/Cas9) 

GTGGAACGATGGGTGCTGGT ATCGCTTGAAACAATGAGGTGGG 

Ubiquitina CGCAAATACAACCAAGACAAGA CCAGCAAGCACTCTCCATCA 

 

3.4.1.3.1. Extracción de RNA de epicótilos de R. communis 

Todos los morteros, pistilos y cristalería se lavaron con agua DEPC y SDS 10% y fueron 

autoclavados, para eliminar al máximo grado las posibles RNAsas presentes. Ahora bien, para la 

extracción de RNA, se empleó el kit SpectrumTM  Plant Total RNA de Sigma-aldrich, usando para 

ello hasta 50 mg de muestras (epicótilos de las plantas), los cuales  fueron macerados en nitrógeno 

líquido hasta formar un macerado muy fino, usando mortero y pistilo. Luego se siguieron las 

recomendaciones del fabricante. 

3.4.1.3.2. Preparación cDNA a partir de muestras de RNA de epicótilos de R. communis 

Para la formación del cDNA a partir del RNA obtenido de epicotilos de plantas de Higuerilla, se 

empleó el kit QuantiNovaTM  Reverse Transcription Kit (Qiagen, Germany). Se utilizó para cada 

muestra 1 μg como template, teniendo la precaución de hacer todas las reacciones en hielo para 

reducir el riesgo de la degradación del RNA. El procedimiento constó de dos partes: la primera fue 

la reacción de eliminación de gDNA que pudiera existir en la muestra y la segunda fue la reacción 

de retrotranscripción.  Durante este proceso se siguieron las recomendaciones del protocolo del 

fabricante, además se usó el termociclador (Bio Rad C1000) (ver Tabla 16) 
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Tabla 16. Protocolo para la preparación de cDNA a partir del RNA extraído de los epicótilos de 

R. communis sometidos a transformación mediada por Agrobacterium. 

Paso Tiempo Temperatura Notas 

Eliminación del gDNA 2 minutos 45°C  

 Pausa 25°C Tomar las muestras y ponerlas en hielo. 

Adicionar los componentes para la 

retrotranscripción 

Reacción de transcripción 

reversa 

  Después de adicionar los componentes para 

la RT poner las muestras en el termociclador 

Annealing 3 minutos 25°C  

Retrotranscripción 10 minutos 45°C  

Inactivación de la 

retrotranscripción 

5 minutos 85°C  

 

3.4.1.3.3. Amplificación del gen FAD2 en qPCR Real Time 

Las reacciones de qPCR fueron realizadas en CFX96 de Bio-Rad. La reacción de PCR constaba 

de 3 µl de cDNA, 0.3 µM de cada primer y SsoAdvanced TM Universal SYBR® Green Supermix 

Master Mix (BIO-RAD) en un volumen final de 15 µl. Los análisis de curvas de melting se 

realizaron inmediatamente después de terminarse la RT-qPCR para detectar dimerización de 

primers y amplificación de productor no específicos. Cada una de las muestras se evaluaron por 

duplicado, incluyendo controles sin muestra. El gen de Ubiquitina fue empleado como control 

housekeeping para los experimentos. Las condiciones fueron 95°C por 2 minutos seguido por 40 

ciclos a 95°C por 20 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, 40 ciclos. Las 

muestras se procesaron en tres corridas independientes de PCR. Adicionalmente, se adicionó una 

curva de melting entre 45°C a 95°C con incrementos en 0.2°C por 10 segundos. 

 

3.4.1.3.4. Análisis de datos qPCR Real Time de la amplificación del gen FAD2 de epicótilos 

de R. communis  

En el software CFX Maestro de Bio-Rad, se ajustaron los datos de cuantificación de nuestras 

muestras a cuantificación relativa para poder cuantificar la expresión del gen FAD2 en plantas 

editadas con CRISPR/Cas9 con respecto a la cuantificación relativa de una muestra control, que 

en este caso son plantas “wild type” (no editadas). Adicionalmente, se realizó un análisis con el 

software HRM (High resolution melt analysis) de Bio-Rad, donde el cluster que se tomó como 

referencia eran las plantas wild type. Todos los análisis estadísticos fueron realizados usando One-

way ANOVA con un nivel de significancia del 95%. 
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3.4.1.3.5. Extracción DNA de epicótilos de R. communis para Secuenciación 

Se eligieron 11 plantas para extracción de DNA (basada en el método CTAB) y posteriormente se 

amplificaron con el primer 106 para enviar productos de PCR para enviar a secuenciar. 

Inicialmente se precalentó el CTAB 2X por 20 minutos a 65°C. Así mismo, los epicótilos de las 

plantas seleccionadas se maceraron con nitrógeno líquido en morteros previamente esterilizados. 

El tejido macerado fue trasferido a un tubo eppendorf de 1.5 ml y se agregó 400 µl de CTAB más 

4 µl de β-Mercaptoetanol, los cuales fueron homogenizados mediante el uso de vortex. La mezcla 

se incubó a 65°C por 30 minutos, agitando los tubos por inversión cada 10 minutos, 10 veces. 

Posteriormente, se agregó 300 µl de Cloroformo, mezclando por vortex por 1 minuto y se 

centrifugó a 13000 rpm, 15 minutos a 4°C. Luego, se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo 

de 1.5 ml y se agregó Cloroformo (un volumen equivalente), mezclando por vortex por 1 minuto. 

Las muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm, 15 minutos a 4°C, para luego transferir 

sobrenadante a otro nuevo tubo de 1.5 ml, al cual se agregó Isopropanol (un volumen equivalente), 

Se agitó por inversión 10 veces y se almacenó por 2 horas a -20°C o en algunos casos, se dejó toda 

la noche a -20°C. Después de dejar la muestra el tiempo indicado, las muestras fueron 

centrifugadas a 13000 rpm, 15 minutos a 4°C, descartando el sobrenadante y se agregó 200 µl de 

etanol al 70%. Las muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm, 10 minutos a 4°C, repitiendo este 

paso una vez más. Se retiró el sobrenadante y secaron las muestras en el SpeedVacTM (Thermo 

Scientific) A 45°C por 7 minutos. Finalmente, agregó 50 µl de H2O libre de nucleasas (Sigma-

Aldrich) y se almacenaron las muestras de DNA a -20°C hasta su uso. 

 

3.4.1.3.6. Amplificación del gen FAD2 en plantas de R. communis transformadas con 

Agrobacterium  

Amplificación de fragmento del gen FAD2 con primer 106 que incluye las dos zonas de edición 

con el plásmido CRISPRPL. En la figura 28, las flechas rojas indican los primers forward y reverse 

del primer 106. 

Tabla 17. Condiciones para la amplificación de fragmento del gen FAD2 con primer 106 en 

plantas transformadas. 

 Concentración Stock Concentración final 

Buffer Taq 10 X 1 X 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 

dNTP’s 10 µM 0.3 µM 

Primer F 10 µM 0.2 µM 

Priver R 10 µM 0.2 µM 

Taq 5 U/ µl 1 U 

DNA --- 100 ng 

H2O Ajustar a 25 µl x reacción  
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Las condiciones de PCR fueron 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, annealing 

60°C por 30 segundos, polimerización a 72°C por 1 minuto, seguido por 72°C por 10 minutos. 

Luego los productos de PCR obtenidos fueron separados en gel de agarosa al 1.5%, a 70 voltios 

por 90 minutos. 

 

 

3.4.2. Transfección Protoplastos de la ribonucleoproteína CRISPR/cas9 mediante 

PEG-4000 

Para el proceso de transfección de protoplastos con la RNP Crispr/Cas9 mediante PEG-4000 se 

realizó inicialmente una prueba piloto, en donde se pretendía evaluar el método de ingreso de 

material genético a las células de protoplastos de R. communis, para esto se realizó la metodología 

de transfección haciendo uso de un plásmido de referencia (pCambia 1305.2) y luego se amplificó 

el gen de resistencia a Higromicina que estaba presente en dicho vector. Este primer ensayo se 

realizó puesto que las reacciones que se podían hacer con la RNP eran limitadas. Después de 

estandarizar el ingreso de material genético a los protoplastos, se procedió a realizar la transfección 

con las RNP con cada una de las opciones de sgRNA diseñadas en el capítulo 2.  

 

3.4.2.1 Ensayo verificación protocolo de transfección mediante PEG-4000 

Para la transfección de los protoplastos con la ribonucleoproteína CRISPR/Cas9, se realizó una 

prueba piloto para verificar la eficiencia de transfección usando PEG 4000, para esto se utilizó el 

vector pCambia 1305.2 para ser ingresado a los protoplastos de R. communis. 

Los protoplastos obtenidos en el capítulo 1 se transfirieron a un tubo eppendor de 1.5 ml con una 

concentración mínima de 1 x 105 y luego se centrifugaron a 1500 rpm (Rotina 380) por 3 minutos, 

el sobrenadante se eliminó cuidadosamente. El pellet de protoplastos fue resuspendido en 200 ul 

de solución MMG (tabla 20), luego se agregó 10 µl del plásmido pCambia 1305.2 (10-20 µg) y se 

mezcló suavemente por inversión, se adicionó 210 µl de solución PEG (Tabla 19), agregando gota 

a gota y mezclando suavemente por inversión de los tubos, se incubó la mezcla por 15 minutos en 

oscuridad y a temperatura ambiente, después, se adicionó 950 µl de solución W5 (tabla 18) pre 

enfriada y se mezcló por inversión, la mezcla de protoplastos con el plásmido se centrifugó a 1500 

rpm por 3 minutos y se descartó el sobrenadante, esta última centrifugación se repitió una vez más 

con 1 ml de solución W5. Finalmente, el pellet de protoplastos se resuspendió en 500 µl de medio 

de crecimiento (ver sección 1.4.1.1), se dejó en oscuridad a temperatura ambiente por 48-72 horas 

hasta hacer evaluación molecular. 

Después de las 72 horas de transformación con el plásmido, se tomó una alícuota de 200 µl de los 

protoplastos de 200 µl, los otros 300 µl de protoplastos se pasaron a 5 ml medio liquido de 

crecimiento y se dejaron a 60 rpm, a temperatura ambiente y en oscuridad por 5 días. 
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La alícuota de 200 µl de protoplastos se centrifugó a máximas velocidades por 5 minutos y se 

descartó el sobrenadante, luego se adicionó 100 µl de buffer de extracción (tabla 21), se mezcló 

por vortex brevemente y se dejó incubando a 60°C por 20 minutos. Posteriormente, se agregó 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico y se hizo vortex vigorosamente por 1-2 minutos, se centrifugó 

a 4°C a máxima velocidad por 10 minutos y el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo de 1.5 

ml y se adicionó 2 volumenes (200 µl) de etanol 100% y se mezcló bien, luego se dejó a -20°C 

toda la noche. Al día siguiente la mezcla se centrifugó a 4°C a máxima velocidad por 30 minutos, 

el sobrenadante se removió cuidadosamente, luego, se lavó el pellet con 200 µl de etanol al 70%, 

y se centrifugó a 4°C a 13000 rpm por 10 minutos y se descartó el sobrenadante, este último paso 

se repitió una vez más. Finalmente, el pellet se dejó secar y se resuspendió en 20 µl de DNase free 

water. 

Tabla 18. Solución de lavado de protoplastos W5 

Solución W5 

 Concentración Stock Concentración final 

NaCl 3 M 154 mM 

CaCl2 1 M 125 mM 

KCl 0.2 M 5 mM 

Mes, pH 5.7 0.2 M 2 mM 

Glucosa 0.1 M 5 mM 

H2O --- --- 

 

Tabla 19. Solución de transfección que contiene polietilenglicol 4000 

Solución PEG  

 Concentración Stock Concentración final 

D-manitol 0.8 M 0.2 M 

CaCl2 1 M 100 mM 

PEG 4000 --- 40% (p/v) 

H2O --- --- 
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Tabla 20. Solución MMG para resuspender los protoplastos  

Solución MMG 

 Concentración Stock Concentración final 

Mes 0.2 M 4 mM 

D-manitol 0.8 M 0.4 M 

MgCl2 1 M 15 mM 

H2O --- --- 

 

Tabla 21. Reactivos para la extracción de ADN de protoplastos de R. communis  

Buffer extracción ADN 

 Concentración Stock Concentración final 

Tris, pH 8.0 1 M 200 mM 

NaCl 5 M 250 mM 

EDTA, pH 8.0 0.5 M 10 mM 

SDS 10% 0.1% 

 

Después se realizó la caracterización molecular mediante la amplificación del gen htpII que 

confiere resistencia a higromicina y que está en el plásmido pCambia 1305.2 

Tabla 22. Condiciones para la amplificación del gen de resistencia a Higromicina (htpII) en 

protoplastos de R. communis transformados con plásmido pCambia 1305.2 

 Concentración Stock Concentración final 

Buffer Taq 10 X 1 X 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 

dNTP’s 10 µM 0.3 µM 

Primer F 10 µM 0.2 µM 

Priver R 10 µM 0.2 µM 

Taq 5 U/ µl 1 U 

DNA --- 100 ng 

H2O Ajustar a 25 µl x reacción  

 

Las condiciones de PCR fueron 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, annealing 

65°C por 1 minuto, polimerización a 72°C por 1 minuto, seguido por 72°C por 5 minutos. 

Posteriormente, los productos de PCR obtenidos fueron separados en gel de agarosa al 1.2%, con 

70 voltios por 90 minutos. 
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3.4.2.2. Transfección de protoplastos de R. communis con la ribonucleoproteína 

CRISPR/Cas9 mediante PEG 4000 

 

Inicialmente se realizó la formación del complejo Ribonucleoproteína (RNP) con cada una de las 

opciones del sgRNA (Crispr 27 y Crispr 79). Para esto se reconstituyeron cada uno de los sgRNA 

en TE 1X y se dejaron a una concentración final de 100 µM (100 pmol/µl). Una vez esto, fueron 

almacenaron a una temperatura de -20°C hasta su uso. Al momento de realizar los experimentos, 

los sgRNA se trabajaron a una concentración de 30 pmol/µl, para esto se tomó 6 µl (180 pmol) del 

sgRNA que está a una concentración inicial de 30 µM y 1 µl (20 pmol) de la enzima Cas9, 2 µl de 

NEBuffer 3.1 y 11 µl de H2O libre de nucleasas, para un total de 20 ul. La mezcla se dejó incubar 

a temperatura ambiente por 10 minutos para la formación de RNP.  La RNP es estable a 

temperatura ambiente por 1 hora, por una semana a 4°C y por 1 mes a -20°C. En la tabla 23 se 

muestra las dos opciones que se trabajaron durante la transfección de los protoplastos con la RNP, 

puesto que se propusieron dos concentraciones de trabajo diferentes para los sgRNA.  

Tabla 23. Se hicieron experimentos de transfección de RNP a los protoplastos con las siguientes 

concentraciones de sgRNA y Cas9 

 Ensayo 1 Ensayo 2 

sgRNA 240 pmol  180 pmol 

Cas9 20 pmol 20 pmol 

NEBuffer 3.1 3 µl 2 µl 

H2O Completar a 20 µl Completar a 20 µl 

 

Después de obtenido los protoplastos cómo se sugiere en el capítulo 1, se continuó con el proceso 

de transfección de la ribonucleoproteína mediante PEG-4000. Los protoplastos obtenidos en el 

capítulo 1 se transfirieron a un tubo eppendor de 1.5 ml con una concentración mínima de 1 x 105 

y luego se centrifugaron a 1500 rpm (Rotina 380) por 3 minutos, el sobrenadante se eliminó 

cuidadosamente. El pellet de protoplastos fu resuspendido en 200 ul de solución MMG (tabla 20), 

luego se agregó 20 µl de la Ribonucleoproteína (RNP) y se mezcló suavemente por inversión, se 

adicionó 210 µl de solución PEG (Tabla 19), agregando gota a gota y mezclando suavemente por 

inversión de los tubos. Posteriormente, se incubó la mezcla por 15 minutos en oscuridad y a 

temperatura ambiente, después, se adicionó 950 µl de solución W5 (tabla 18) pre enfriada y se 

mezcló por inversión. La mezcla de protoplastos con la RNP se centrifugó a 1500 rpm por 3 

minutos y se descartó el sobrenadante, esta última centrifugación se repitió una vez más con 1 ml 

de solución W5. Finalmente, el pellet de protoplastos se resuspendió en 500 µl de medio de 

crecimiento (ver sección 1.4.1.1), se dejó en oscuridad a temperatura ambiente por 48-72 horas 

hasta hacer evaluación molecular. 
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Después de las 72 horas de la transfección con la RNP, se tomó una alícuota de 200 µl de los 

protoplastos de 200 µl, los otros 300 µl de protoplastos se pasaron a 5 ml medio liquido de 

crecimiento y se dejaron a 60 rpm, a temperatura ambiente y en oscuridad por 5 días para luego 

pasar por el cultivo de protoplastos, tal como se realizó en el capítulo 1. 

La alícuota de 200 µl de protoplastos se centrifugó a máximas velocidades por 5 minutos y se 

descartó el sobrenadante, luego se adicionó 100 µl de buffer de extracción (tabla 21) y se le hizo  

vortex brevemente y se dejó incubando a 60°C por 20 minutos, después se agregó 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico y se hizo vortex vigorosamente por 1-2 minutos, se centrifugó 

a 4°C a máxima velocidad por 10 minutos y el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo de 1.5 

ml y se adiciono 2 volúmenes (200 µl) de etanol 100% y se mezcló bien, luego se dejó a -20°C 

toda la noche. Al día siguiente la mezcla se centrifugo a 4°C a máxima velocidad por 30 minutos, 

el sobrenadante se removió cuidadosamente, luego, se lavó el pellet con 200 µl de etanol al 70%, 

y se centrifugo a 4°C a 13000 rpm por 10 minutos y se descartó el sobrenadante, este último paso 

se repitió una vez más. Finalmente, el pellet se dejó secar y se resuspendió en 20 µl de DNase free 

water. 

Después se realizó caracterización molecular mediante la amplificación del fragmento del gen 

FAD2 con los primers 106 del ADN extraído de los protoplastos transfectados con la RNP para 

cada uno de los sgRNA, estos productos de PCR se enviaron a secuenciar mediante la técnica tipo 

SANGER en el instituto de genetica de la Universidad Nacional de Colombia. 

Tabla 24. Amplificación de fragmento 106 que incluye las dos zonas de edición con la RNP en 

el gen FAD2 en protoplastos de R. communis 

 Concentración Stock Concentración final 

Buffer Taq 10 X 1 X 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 

dNTP’s 10 µM 0.3 µM 

Primer F 10 µM 0.2 µM 

Primer R 10 µM 0.2 µM 

Taq 5 U/ µl 1 U 

DNA --- 100 ng 

H2O Ajustar a 25 µl x reacción  

 

Las condiciones de PCR fueron 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, annealing 

60°C por 30 segundos, polimerización a 72°C por 1 minuto, seguido por 72°C por 10 minutos. 
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3.5. Resultados 

 

3.5.1. Transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens en epicótilos de 

Ricinus communis para la edición genética del gen FAD2.  

En un primer momento se reporta la transformación de Agrobacterium con el vector CRISPRPL. 

 

3.5.1.1 Transformación cepa Agrobacterium tumefaciens LBA4404 

Se llevó a cabo el protocolo de transformación de Agrobacterium tumefaciens de la cepa LBA 

4404 con el plásmido CRISPR PL (Figura 36). 

Figura 36. A y B, células de la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens transformadas con 

el plásmido CRISPRPL. C. Control negativo, cepas wild type de LBA4404 en medio 

suplementado con Kanamicina 50 μg/ml 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente, se tomaron las colonias que crecieron en el medio de selección suplementado con 

Kanamicina 50 μg/ml y se realizó una PCR de colonia para amplificar el gen de resistencia a 

Higromicina, también se le realizó esta PCR a una cepa de Agrobacterium tumefaciens de la cepa 

LBA4404 que no contenía el vector de Crispr (Figura 37) 

 

 

 

 

 

 

B A 
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Figura 37. Electroforesis al 1.2% en gel de agarosa en el que se evidencian los fragmentos 

amplificados del gen de resistencia de Higromicina que contiene el plásmido CRISPRPL. Carril 

1, amplificación gen en cepa LBA4404 no transformadas. Carriles 2, 3, 4 y 5 amplificación en 

LBA4404 transformadas con el plásmido CRIPSRPL 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.1.2 Transformación plantas 

Después de tener el cultivo de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 transformado con el vector 

de expresión de CRISPR/Cas9, se procedió a tomar la planta in vitro de R. communis y se cortó 

ápice, raíz y hojas, dejando la sección de epicótilo, los cuales se sometieron al proceso de infección 

con la Agrobacerium durante un co-cultivo de 3 días, después se realizaron los lavados 

correspondientes a los explantes con el antibiótico Timentin al 0.1% y se dejaron en el medio de 

regeneración y selección con 20 mg/L de Higromicina para seleccionar aquellos explantes que 

integraron el plásmido (Ver figura 38) 

 

 

 

 

 

 

 

LBA4404      LBA4404 
Crispr 27 

LBA4404 
Crispr 79 

DNA Ladder  
100 bp LBA4404 

Crispr 27 
LBA4404 
Crispr 79 
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Figura 38. Esquema de transformación mediante A. tumefaciens que contiene el vector CRISPR 

en epicótilos de R. communis  
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En la figura 39 se muestra el desarrollo gradual de brotes regenerados a partir de epicótilos usados 

para la transformación con Agrobacterium. Estos brotes se obtuvieron después de 2 meses de 

cultivos, con sub-cultivos cada 15 días en medio de selección suplementado con Higromicina 20 

mg/L y en las condiciones de crecimiento del laboratorio de biotecnología vegetal bajo fotoperiodo 

natural.  

Figura 39. Epicótilos de R. communis regenerados en medio de selección después de proceso de 

infección con Agrobacterium con plásmido CRISPRPL 

 

 

3.5.1.3. Análisis mediante qPCR de las plantas de R. communis sometidas a la 

transformación mediada Agrobacterium.  

En total, se hizo la transformación de 117 plantas, pero solo 38 plantas lograron regenerar sin 

contaminación alguna por Agrobacterium. En la tabla 25 se resumen las plantas con el sgRNA 



Capítulo III 
Mejoramiento genético de la especie Ricinus communis mediante técnicas de biotecnología moderna con 

la tecnología CRISPR/Cas9 

152 

 
 

guía utilizado en el plásmido CRISPRPL, en la misma se muestra las cuantificaciones relativas 

que generó el software del equipo (CFX Maestro). 

Tabla 25. Plantas que fueron sometidas al proceso de transformación que lograron llegar a fase de 

regeneración. Se muestra la cuantificación relativa normalizada a plantas Wild tType de R. 

communis para el gen FAD2 con cada uno de los sgRNA 

Número muestra 

(planta) 

sgRNA Fecha 

transformación 

Relative 

Quantity 

Relative Quantity 

(Log10) 

2 CRISPR 79 13/12/2018 0,02695 -1,56944123 

3 CRISPR 79 13/12/2018 0,01322 -1,878768545 

10 CRISPR 79 17/7/2019 0,01279 -1,893129456 

11 CRISPR 79 17/7/2019 4,89 0,68895524 

12 CRISPR 79 13/5/2019 0,00247 -2,607303047 

13 CRISPR 79 13/5/2019 0,00215 -2,66756154 

14 CRISPR 79 17/7/2019 0,00482 -2,316952962 

15 CRISPR 79 17/7/2019 3,37 0,527308894 

16 CRISPR 79 17/7/2019 0,08968 -1,0473044 

17 CRISPR 79 17/7/2019 0,00791 -2,101823517 

18 CRISPR 27  13/5/2019 0,00473 -2,325138859 

19 CRISPR 27  17/7/2019 0,01304 -1,884722409 

20 CRISPR 27  17/7/2019 0,00188 -2,725842151 

21 CRISPR 27  17/7/2019 0,00725 -2,139661993 

22 CRISPR 27  13/5/2019 0,01561 -1,806597097 

23 CRISPR 27  17/7/2019 0,19168 -0,717423199 

24 CRISPR 27  17/7/2019 0,01079 -1,966978555 

25 CRISPR 27  13/5/2019 0,07375 -1,132237975 

26 CRISPR 27  17/7/2019 0,02312 -1,63601217 

27 CRISPR 27  17/7/2019 0,12947 -0,887830852 

28 CRISPR 27  13/5/2019 0,08465 -1,072373038 

33 CRISPR 79 17/6/2019 0,25392 -0,595303091 

35 CRISPR 79 17/7/2019 0,07799 -1,10796108 

37 CRISPR 79 8/4/2019 0,05559 -1,255003326 

40 CRISPR 79 13/05/2019 1,46 0,162919702 

44 CRISPR 79 17/6/2019 0,00396 -2,402304814 

45 CRISPR 79 20/9/2019 0,04675 -1,330218385 

46 CRISPR 79 20/9/2019 0,10511 -0,978355964 

47 CRISPR 79 20/03/2019 0,02924 -1,534022632 

48 CRISPR 79 20/9/2019 0,01562 -1,80631897 

49 CRISPR 27  20/3/2019 0,08173 -1,087618501 

50 CRISPR 79 20/9/2019 0,03756 -1,425274416 

52 CRISPR 79 20/9/2019 0,45393 -0,343011114 

53 CRISPR 79 20/9/2019 0,0204 -1,690369833 
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54 CRISPR 79 20/9/2019 0,01536 -1,813608784 

55 CRISPR 79 20/9/2019 0,11182 -0,951480512 

56 CRISPR 79 20/9/2019 0,02402 -1,619426997 

58 CRISPR 79 20/9/2019 0,05304 -1,275396485 

Hoja WT --- 0,95027 -0,022152981 

Tallo WT --- 1 0 

Tallo WT --- 1 0 

 

Al graficar los resultados de la cuantificación relativa en Log 10, se visualizó la sobre y sub-

expresión del gen FAD2 en los epicótilos de R. communis (Figura 40) 

Figura 40. Gráfica de cuantificación relativa para las plantas de R. communis de la tabla 25 para 

el gen FAD2.  

 

 

Las barras de color naranja de la figura 40 corresponden a plantas que fueron transformadas 

mediante Agrobacterium que contenía en el vector CRISPRPL el sgRNA CRISRP 79, de igual 

manera, las barras azules son las que en el vector tenían el sgRNA CRISPR 27. Cuando están por 

debajo de cero están indicando un proceso de sub expresión del gen FAD2 y cuando están por 

encima de 0 indican una sobre expresión del gen FAD2. En este caso, solo 3 muestras presentaron 

una sobre expresión del gen FAD2 (muestras 11, 15 y 40).  

Por otro lado, la figura 41, muestra las curvas de amplificación del gen FAD2 en las muestras de 

epicótilos transformados con CRISPR en unidades de fluorescencia relativa para Sybr green, las 

líneas rojas corresponden a plantas wild type y se observa que su amplificación comienza un poco 

más allá del ciclo 22, a excepción del primer recuadro que está cercano al ciclo 24. Las muestras 

de cDNA de las plantas tiene ciclos más tardíos, cercanos al 26.  
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Figura 41. Curva de amplificación de qRT-PCR para el gen FAD2 de las muestras de cDNA de 

las plantas sometidas al proceso de transformación mediada con Agrobacterium con el plásmido 

CRISPR. En verde, plantas sometidas al proceso de transformación, en rojo plantas wild type.  
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Figura 42. Curvas de melting de qRT-PCR para el gen FAD2 de las muestras de cDNA de las 

plantas sometidas al proceso de transformación mediada con Agrobacterium con el plásmido 

CRISPR. En verde, plantas sometidas al proceso de transformación, en rojo plantas wild type. 

 

 

 

En las curvas de melting de la figura 42, verificamos que para todas las muestras se estuviera 

amplificando el fragmento específico del FAD2 y no inespecificidades, la curva que se ve antes 

del pico de melting del fragmento corresponden a dímeros de primers.  

Tanto los cambios de temperatura como la forma de la curva se utilizan para identificar diferencias 

en las secuencias del gen amplificado. Las variantes alélicas que corresponden a secuencias 

homocigotas se caracterizan típicamente por el cambio de temperatura observada en una curva de 

fusión HRM, mientras que los heterocigotos se caracterizan comúnmente por un cambio en la 

forma de la curva de fusión generada a partir de emparejamientos erróneos de emparejamiento de 

bases, estos cambios se contrastan con plantas de tipo wild type (Taylor et al. 2009). Los datos de 

expresión del gen FAD2 de las plantas sometidas al proceso de edición, se analizaron con el 

software HRM de Bio-Rad, y se tomó como clúster de referencia las plantas wild type que no se 

sometieron al proceso de transformación con Agrobacterium (Figura 43) Se evidencian diferentes 
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clústers según las temperaturas de melting, que difieren del clúster de referencia que son plantas 

wild type (Tabla 26). 

 

Figura 43. High resolution melting analysis para las muestras de cDNA de las plantas de interés. 

A. Cluster rojo son las plantas wild type, cluster azul, verde y naranja son plantas sometidas al 

proceso de transformación. B y C, Cluster azul son plantas wild type y cluster rojo, verde y naranja 

plantas sometidas al proceso de transformación. La fluorescencia se expresa en unidades de 

fluorescencia relativa (RFU). 
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Tabla 26. Muestras que corresponden a cada uno de los clústeres del análisis HRM que se 

visualizan en la figura 40.  

Figura Cluster  Muestras 

A Cluster 1  23, 26, T, H 

Cluster 2  11, 15, 16 

Cluster 3  18, 21 

Cluster 4  12 

B Cluster 1  3, 10, 17, 25, 27, 28 

Cluster 2  10, 13, 14, 19, 22 

Cluster 3  T, H 

C Cluster 1  33, 35, 37, 46, 47, 48, 50, 55 

Cluster 2  2, 45, 49, 53, 54, 56, 58 

Cluster 3  40, 52, T, H  

 

 

3.5.2. Transfección de protoplastos de Ricinus communis mediante la 

ribonucleoproteína CRISPR/Cas9  

 

3.5.2.1. Amplificación del gen de resistencia del plásmido control ingresado a 

protoplastos de Ricinus communis.  

Después de ejecutar el ensayo que nos permitió verificar el ingreso del plásmido control (pCambia 

1305.2) mediante PEG-4000 a protoplastos de Ricinus communis se logró evidenciar que después 

de la amplificación del gen de resistencia a higromicina que tiene el plásmido, existe un producto 

de PCR claro con respecto a controles negativos, que consistían en DNA de protoplastos que no 

fueron sometidos a transfección con PEG-4000 (figura 44)  
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Figura 44. A y B. Electroforesis al 1.2% de agarosa muestra los resultados de las amplificaciones 

del gen hptII del plásmido pCambia 1305.2 que se ingresó a protoplastos de R. communis mediante 

transfección mediada por PEG-4000 cómo prueba piloto. 

 

 

 

3.5.2.2. Transfección de protoplastos de Ricinus communis mediante la 

ribonucleoproteína CRISPR/Cas9. 

En total se realizaron 20 experimentos se transfección de la RNP en protoplastos de R. communis, 

de estos 20 experimentos, 10 se hicieron con el sgRNA 27 y los 10 experimentos restantes con el 

sgRNA 79. Luego se procedió con la extracción de DNA de estos protoplastos para amplificar la 

región FAD2 con el primer 106. 

 

3.5.2.2.1.  Secuenciación de los productos de PCR  del gen FAD2 de las muestras de R. 

communis transformados con Agrobacterium y protoplastos de R. communis  transfectados 

con RNP. 

Las muestras de los productos de PCR que amplificaron la región del gen FAD2 en las regiones 

de edición con los sgRNA del sistema CRISPR en epicótilos y protoplastos de R. communis se 

secuenciaron mediante la secuenciación tipo Sanger en el Instituto de Genética de la Universidad 

Nacional de Colombia. Se enviaron un total de 58 muestras (cada una por duplicado), 38 

correspondían a las muestras de epicótilos transformados y 20 a los protoplastos transfectados.  

En cada uno de los ensayos, se vio que la secuencia que correspondía al sitio de edición 27 estaba 

con baja calidad y no permitió sacar una secuencia clara de lo que probablemente haya ocurrido 

en dicho sitio, además, las secuencia que reporta como consenso es muy similar a la Wild type lo 

que probablemente indica que no ocurrió una edición en dicho lugar, el mismo patrón se observó 

para el sitio de edición 79. Finalmente, se nota que la secuenciación para los productos de PCR 

fueron de menor calidad antes y después de la región 27 y 79, que son las de nuestro interés porque 
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allí se realizaba la edición por parte de Crispr/Cas9, esto se puede explicar con relación al tamaño 

que amplifica los primers que es de 150 bp, lo que lo hace ser muy pequeño el fragmento, y esto 

puede  hacer los extremos sensibles a tener bajas calidades justo en nuestras zonas de edición por 

parte de los sgRNA. No obstante, estos resultados se encuentran actualmente en repetición para 

verificar su fiabilidad. 

 

3.5.Discusión 

 

La cuantificación relativa describe el cambio en la expresión de un gen de interés con respecto a 

un grupo de referencia, que para este caso son plantas de higuerilla no tratadas (Livak and 

Schmittgen 2001). Es una herramienta útil para investigar pequeños cambios a nivel fisiológico en 

niveles de expresión génica (Wojciechowska-Durczyńska et al. 2010). Para alcanzar una expresión 

relativa optima, se usan estrategias de normalización apropiadas para controlar los errores 

experimentales (Vandesompele et al. 2002; Pfaffl et al. 2004). En esta investigación, se utilizó el 

software CFX Maestro de la casa Bio-Rad para el análisis de expresión de las diferentes muestras, 

en donde se generó una cuantificación relativa al control, que para este caso son plantas de 

higuerilla que no fueron sometidas al proceso de transformación (plantas wild type de higuerilla 

de la variedad VERC02). Según Heppard et al. 1996 reportaron que el gen FAD2 se expresa 

fuertemente en el desarrollo de semillas de soya, y en tejidos vegetativos. En contraste, en semillas 

de higuerilla, FAD2 se encuentra expresado en menores cantidades comparado con los niveles de 

expresión FAH12 (Lu, Wallis, and Browse 2007), expresión del gen FAD2 que pretende solo  

mantener la síntesis de los lípidos de membrana y funciones celulares que el endospermo demanda 

en este estadío.   

En este estudio, se encontraron unas plantas que presentaron baja expresión (downregulation) para 

el gen FAD2 (p<0.0001), a excepción de las muestras 11, 15 y 40 que muestran una sobreexpresión 

(upregulation) para este mismo gen. En la figura 37, se puede apreciar que para ambos constructos 

con los sgRNA´s diseñados, ocurrió una baja expresión del gen de interés, pero llama la atención 

que el que contiene sgRNA 79 sea el único que muestra plantas que pareciese que no fueron 

afectadas durante el proceso de transformación.  La muestra que presenta un valor menor en la 

cuantificación relativa con respecto al control es la 20 (0,00188), seguida por la 13 (0,00215) y 12 

(0,00247). 

Respecto a las curvas de melting, el “DNA Melting” ocurre cuando la doble cadena de DNA se 

separa en una sola hebra de DNA. El melting del DNA puede ser monitoreado con fluorescencia 

en la cadena doble, cuando el producto de PCR es desarmado en la presencia de un fluoróforo 

(para este caso es SYBR green) que está en la doble cadena, y, por lo tanto, la fluorescencia es 

monitoreada continuamente y graficada en contra de la temperatura. A medida que la temperatura 

aumenta, existe una caída característica en la fluorescencia a una temperatura alta que coincide 
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con la desnaturalización del producto de PCR (Reed, Kent, and Wittwer 2007; Corbett Research, 

n.d.) .  

High-resolution melting del DNA para genotipificación ha sido posible por tres desarrollos en los 

2000`s. Inicialmente se identificaron fluorocromos para DNA de doble cadena, luego se 

desarrollaron instrumentos para high-resolution melting como es el caso de la PCR real time; 

finalmente, se desarrolló softwares para la normalización de datos, comparación de formas en las 

curvas y clustering de genotipos. Con estos tres avances se incrementó la calidad en las curvas de 

melting y permitió la detección de pequeñas diferencias en las secuencias de productos de PCR. 

La mejor presentación de los datos de curvas de melting, es mediante graficas diferenciales, debido 

a que diferentes genotipos son fáciles de identificar en este tipo de gráficos. Estos se crean 

graficando la diferencia entre una curva de referencia y todas las otras curvas de melting. La curva 

de referencia usualmente es un promedio de las curvas de melting de un organismo wild type y 

este grupo de ubica alrededor del eje horizontal. Diferentes genotipos se agrupan para hacer fácil 

una discriminación visual. HRM nos permite la identificación rápida y eficiente de mutaciones en 

productos de PCR (Schmidt et al. 1994); un producto homoduplex generado a partir de una muestra 

de ADN homocigoto tendrá un Tm particular, un producto heterodúplex generado a partir de un 

individuo heterocigoto tendrá una Tm diferente, por lo general es más baja, lo que permite 

identificar alelos mutantes. El protocolo para HRM no requiere manipulaciones adicionales, como 

digestiones o geles de agarosa, después de la PCR, solo una exploración de HRM de 5 minutos 

que hace un análisis in silico. (Reed, Kent, and Wittwer 2007) 

Análisis de High resolution melting permite generar curvas de melting del DNA que son lo 

suficientemente específicas y sensibles para distinguir variaciones en la secuencia de una manera 

exploratoria (Er and Chang 2012). Usar esta metodología provee beneficios que han resultado en 

muchas aplicaciones en análisis genéticos, incluyendo aplicaciones microbiológicas y en 

investigación de genetica de plantas (Simko 2016) 

En la figura 41, se evidencia que claramente, que las plantas que fueron sometidas al proceso de 

transformación presentan curvas de melting diferentes a las plantas wild type, puesto que se 

observan diferentes clusters asociados a estas curvas de melting (ver tabla 26). En esta misma 

figura, las plantas wild type se muestra como una línea horizontal de un color en particular y las 

curvas de diferencia en la fluorescencia se agrupan inmediatamente en clusters, las curvas HRM 

son significativamente diferentes al WT. En los gráficos de la figura 40, los clusters que difieren 

al cluster de las plantas WT, probablemente son líneas mutantes homozigoticas puesto que la curva 

es totalmente diferente a la de las WT y no se cruza con ésta. (Li et al. 2018) (Lochlainn et al. 

2011). 

Llama la atención los tiempos de regeneración de los epicótilos de R. communis después de la 

transformación, puesto que fueron más lentos de los reportado por (Gil-Correal et al. 2019), y para 

explicar esto, es necesario citar el siguiente estudio: en la planta modelo Arabidopsis thaliana se 

han realizado mutaciones en la enzima FAD2. Según el estudio realizado por Caiveau et al. (2001) 
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las plantas “wild type” presentaron un incremento en el 70% del ácido oleico, el ácido linoleico 

por su parte, se registró en menos de 2% en las plantas que presentaban la mutación en la FAD2, 

así mismo, se aumentó aproximadamente el 40% de la proporción lípidos/proteínas y la 

microviscosidad de la membrana aumentó para las plantas que presentaban el carácter mutado, 

siendo consistentes con la premisa que al disminuir las insaturaciones en las cadenas acyl de 

fosfolípidos aumenta la microviscosidad. La mutación de la enzima FAD2 también afecto la 

bioenergética mitocondrial, reduciendo las tasas respiratorias, la energía de activación en los 

estados 3 y 4 de la respiración fue mayor para las plantas con estás con la mutación presente. Se 

necesitan realizar más estudios en Higuerilla sobre el papel de la enzima FAD2 durante el 

crecimiento de la planta en tejidos vegetativos y así relacionarlos con el retraso en el crecimiento 

de los explantes transformados (posiblemente mutados). Ahora bien, respecto a la transfección de 

protoplastos, se verificó que el protocolo de transfección con las concentraciones y condiciones 

adecuadas de PEG-4000 funciono, puesto que se logró amplificar la secuencia que codifica para 

el gen de resistencia.  

 

 

3.6.Conclusiones 

 

Las metodologías y protocolos evaluados para la transfección directa de la ribonucleoproteína vía 

protoplastos de R. communis y vía transformación de células de epicótilo de R. communis mediante 

Agrobacterium tumefaciens, como opciones de introducción del sistema CRISPR para la edición 

del gen FAD2, resultaron eficientes para los objetivos propuestos de acercarnos a eventos de 

edición genética para la mutación del gen FAD2 que presuntamente va a generar mayores 

contenidos de ácido ricinoleico a nivel de semilla de las plantas mutadas. 

Las plantas en las que se analizó los niveles de expresión de la enzima FAD2 presentaron 

variaciones en la Tm con respecto a plantas de higuerilla que no fueron sometidas a procesos de 

transformación, diferencias que se ven de manera clara cuando se generan las gráficas de HRM, 

que separa las plantas sometidas a la transformación mediada por Agrobacterium con las plantas 

wild type y nos permite dar un primer indicio de mutaciones que pudieron ocurrir en las plantas 

sometidas a transformación por Agrobacterium. 

Finalmente, el objetivo de este capítulo se logró puesto que se establecieron dos metodologías con 

el sistema de edición CRISPR/Cas9 para la especie R. communis. Con la primera metodología que 

involucraba un vector de expresión que se transfería mediante Agrobacterium se logró que los 

epicótilos se regeneraran y al momento de evaluar molecularmente la expresión del gen FAD2, se 

evidenció sub expresión del mismo, indicando una posible mutación. La segunda metodología que 

consistía en el uso de la RNP transfectados a protoplastos mediante PEG-4000 se logró 

estandarizar y con ello, que ingresara el complejo del sgRNA a los protoplastos y para cultivarlos 

según se describe en el primer capítulo.  
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4.Recomendaciones y sugerencias finales. 

 

1. Para mejorar los procesos de regeneración de callos vía organogénesis en R. communis, se 

debería plantear una matriz con más niveles de fitohomonas y en especial con la meta-Topolina 

puesto que dio buenos indicios de regeneración en este tejido para esta especie, así mismo, poder 

establecer frecuencias de sub-cultivos menores para evitar un poco la fenolización de los tejidos y 

mejorar los procesos de organogénesis.  

2. Lograr establecer un panorama de redes metabólicas para la especie R. communis más holístico 

dónde se estudie mucho mejor los niveles de expresión de las enzimas FAH12 y FAD2 en el estado 

vegetativo de la planta, de tal manera que al realizar una edición en el gen FAD2 no se interrumpan 

procesos vitales de desarrollo de la planta. 

3. Proponer nuevos sgRNA dirigidos al gen FAD2, de tal manera que aumenten la probabilidad de 

generar eventos de mutación en R. communis. Adicionalmente, se propone que estos nuevos 

sgRNA se sometan a nuevas plataformas para el diseño de los mismos, puesto que ya se han 

actualizado los algoritmos para encontrar menores eventos de off-target en Crispr/Cas9. 

4. Con respecto al plásmido CRISPRPL que se transfiere a la planta mediante A. tumefaciens, se 

sugiere cambiar el marcador de selección vegetal, por uno de tipo herbicida, como el glufosinato 

de amonio, puesto que permite evaluar de manera más rápida las pantas que fueron transformadas 

de manera exitosa.  

5. Diseñar nuevos primers para la amplificación de las regiones editadas en el gen FAD2 de R. 

communis, que permitan generar amplicones de mayor tamaño, que facilite la secuenciación y 

posterior análisis en las posibles regiones editadas de este gen.  

 

 

 


