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Resumen 

R. radiobacter es una bacteria que ha tenido un gran impacto la modificación genética de 

plantas, dado su mecanismo para realizar la transferencia de genes entre especies, por lo que 

se han buscado alternativas más viables, más rentables, más rápidas y con mejor eficiencia 

para realizar la integración de genes de interés. El presente trabajo se realizó mediante el 

método de congelación – descongelación para realizar la incorporación del vector 

pCAMBIA1301 – CrV1 en cepas quimiocompetentes de E. coli DH5α y posteriormente la 

transferencia de su DNA plasmídico a una cepa quiomiocompetente de R. radiobacter para 

obtener una clona que contenga el gen CrV1 y mediante el mecanismo que utiliza esta 

bacteria poder introducir este gen de interés en células indiferenciadas in vitro de cultivos de 

crucíferas. CrV1 es un gen inmunosupresor proveniente de un polydnavirus Cotesia rubecula 

que es un endoparasitoide que es control biológico del parasitoide Pieries rapae que ataca a 

cultivos de crucíferas. De la transformación de R. radiobacter se obtuvieron 32 cepas las 

cuales se les realizo su comprobación mediante PCR con cebadores específicos del fragmento 

de interés, así como con los cebadores específicos para pCAMBIA 1301, de estos productos 

se realizó una selección de las cuatro cepas más puras y se realizó una segunda comprobación 

por medio de PCR, donde se logró determinar el éxito de la transformación. Se obtuvo un 

resultado positivo con la amplificación del fragmento de interés con los cebadores específicos 

de este, así como una estabilidad en los controles negativos. Las cepas seleccionadas se 

crecieron en medio YEB con los antibióticos kanamicina y rifampicina para después pasar a 

su preservación en glicerol al 50% para su posterior uso.   

 Palabras clave: 

Rhizobium radiobacter que contiene el vector pCAMBIA – CrV1
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I. Introducción 

Rhizobium radiobacter (R. radiobacter) anteriormente Agrobacterium tumefaciens (Tiwari & 

Beriha, 2015) es una bacteria fitopatógena que se encuentra en el suelo, está invade e infecta 

a la mayoría de las plantas dicotiledóneas (Rahman et al., 2023), se ha descubierto que el 

mecanismo de infección se lleva a cabo mediante heridas que son producidas de manera 

natural en las plantas, produciendo de esta manera una enfermedad llamada ¨agalla de la 

corona¨ (Hwang et al., 2017). 

Esta bacteria se introduce a partir de células muertas originadas en la herida e infecta las 

células vivas introduciendo un segmento de su DNA (el plásmido Ti), al ingresar este DNA 

utiliza la maquinaria de la célula vegetal para producir compuestos que sirven para la 

reproducción de R. radiobacter, así como la generación descontrolada de células para llevar 

a cabo la protección de la bacteria (Kreuzer & Massey, 2014).  

Entre estos compuestos se encuentran las fitohormonas que permiten modificaciones en los 

haces vasculares (floema y xilema) proporcionando un flujo constante y abundante de agua, 

así como un aumento de la producción de auxinas y citocinas esenciales para la agalla 

(Jiménez, 2022).  

La enfermedad tumoral conocida como agalla de la corona era desconocida hasta en 1897, 

cuando Fridiano Cavara trabajó con una enfermedad causante de tumores en las vides de los 

jardines botánicos de Nápoles que son proliferaciones cancerosas en el tejido del tallo.  Entre 

sus trabajos se describe su logro más grande al aislar a la bacteria causante de esta enfermedad 

(Ferrín Suárez, 2020). 
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Esta enfermedad afecta a más de 100 especies de plantas, el nombre de agalla de corona se 

caracteriza por crecimientos parecidos a los tumores que se forman en las coronas de las 

plantas (Joy & Hudelson, 2005). Se sabe que R. radiobacter infecta principalmente plantas 

dicotiledóneas, solo algunas pocas monocotiledóneas y solo en algunas ocasiones puede 

llegar a infectar a plantas gimnospermas (Shah, 2013). 

R. radiobacter logra producir esta enfermedad a través de una transferencia de material 

genético, este proceso se lleva a cabo mediante la entrega de DNA – T proveniente de las 

células bacterianas y transferido a una planta huésped que es llevado a cabo por un sistema 

de secreción bacteriana de tipo IV (T4SS) (Hwang et al., 2017) 

Investigaciones han revelado la existencia de genes bacterianos y vegetales que son 

responsables de la formación de los tumores. R. radiobacter lleva a cabo la transformación 

genética en las plantas en presencia de dos componentes genéticos microbianos esenciales 

que se encuentran localizado en el plásmido Ti bacteriano (Hwang et al., 2017) 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Enfermedad de la agalla de la corona causada por R. radiobacter (Tzotzos et al., 

2009). 
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II. Objetivos 

2.1 Objetivos generales 

- Transferir el gen CrV1 a clonas de R. radiobacter para utilizar su mecanismo de 

transferencia de genes y provocar la modificación genética de plantas.  

2.2 Objetivos específicos  

- Obtener una clona de R. radiobacter transformada que contenga el fragmento CrV1.  

- Realizar la verificación de las clonas de R. radiobacter.  
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III. Revisión de literatura 

3.1 Morfología de R. radiobacter 

Rhizobium radiobacter es una bacteria Gram negativa, con forma de bastón que está rodeada 

de una pequeña cantidad de flagelos (Ashraf et al., 2012), alargada y mide de 0.6 µM de 

ancho por 1.5 – 3 µM de largo, no forma esporas, son móviles al tener un flagelo polar o 

subpolar, o de dos a seis flagelos peritricos. Estos flagelos pueden tener una longitud de hasta 

cuatro o cinco veces la célula bacteriana, las células pueden estar solas o agrupadas y tienen 

cápsula (López, 1991) 

R. radiobacter se diferencia de otras bacterias que solo contienen un cromosoma, ya que este 

contiene dos cromosomas (Shah, 2013), un cromosoma bacteriano circular (2.8 Mb) y un 

cromosoma lineal (2.1 Mb) (Ren et al., 2022), además, contiene dos grandes plásmidos (450 

y 195 kb) (Shah, 2013), en donde se incluye el plásmido Ti que es el responsable de iniciar 

el proceso de infección, así como el movimiento del DNA al núcleo de la célula (Jiménez, 

2022). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Morfología de R. radiobacter (Kreuzer & Massey, 2014). 

 



 

5 
 

3.1.1 Plásmido Ti  

El plásmido Ti está compuesto por una molécula circular de doble cadena cerrada la cual 

contiene genes que confieren la patogenicidad (Jiménez, 2022)  y este tiene un tamaño 

aproximado  de 160 – 240 kb, dentro del cual se localiza el DNA-T con un tamaño 

aproximado de 15 – 30 kb, además de una región del gen de virulencia (vir) que son 

responsables de la generación de los tumores durante la infección (Rahman et al., 2023) 

siendo estos, dos de los tres de los componentes necesarios dentro del plásmido Ti para llevar 

a cabo la transformación de la célula vegetal, siendo el tercer componente tres loci de 

virulencia que se encuentra en el cromosoma (havA, chvB y pscA) (Montesinos et al., 2003). 

También dentro de este plásmido se encuentran genes implicados en la detección de quorum, 

de conjugación del plásmido Ti (loci tra y trb (Matthysse, 2006), así como la región rep que 

es necesaria para la replicación del plásmido Ti y el catabolismo de las opinas (Montesinos 

et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Plásmido Ti de R. radiobacter y sus componentes (Oliver et al., 2011). 
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3.1.1.1 Región T o DNA-T   

El DNA – T es transferido a la célula huésped para su expresión dando así origen a la 

generación de tumores (Matthysse, 2006). El DNA – T está compuesto por bordes 

especializados, un borde derecho y un borde izquierdo de 25 pb aproximadamente de largo, 

secuencias directamente repetidas (Shah, 2013).  

Además, contiene tres genes de los cuales dos se denomina oncogenes que son encargados 

de producir mitógenos (auxinas y citoquininas), que son los encargados de llevar a cabo la 

producción acelerada del crecimiento y división celular dando origen así a los tumores y un 

tercer gen llamado opine (aminoácidos raros) que son genes que produce octopina, nopalina, 

agropina, succinamopina que son usados como carbono y nitrógeno para Rhizibium  (Rahman 

et al., 2023) 

El tamaño del DNA – T varía de tamaño según el tipo de plásmido y solo los bordes que lo 

delimitan son reconocidos durante el proceso de transferencia (Rodríguez et al., 2012). 

3.1.1.2 Región vir 

La región de virulencia se localiza al lado izquierdo del segmento de DNA-T, esta región 

contiene genes que son los encargados de llevar a cabo el proceso de infección por lo que se 

consideran esenciales para llevar a cabo la transferencia de genes (Kreuzer & Massey, 2014), 

dentro de sus funciones principales se encuentra la detección de compuestos fenólicos, en el 

procesamiento del DNA – T en el plásmido Ti, así como la secreción del DNA – T y proteínas 

vir, además de eventos dentro de la célula huésped para la transferencia y la integración del 

DNA – T en el genoma del huésped (Rodríguez et al., 2012). 
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La región de virulencia (vir), está constituido por un operón con ocho genes principales virA, 

virB, virC, virD, virE, virF, virG y virH, que es regulado por una secuencia promotora de 12 

pb en donde se une específicamente la proteína VirG fosforilada (Milena et al., 2005). 

El gen virA sintetiza una proteína que actúa como sensor ambiental, que se encarga de la 

detección de pH ácidos (5 – 5.5), temperatura, monosacáridos, así como de compuestos 

fenólicos, mientras que virB contiene 11 genes, que son esenciales para llevar a cabo la 

tumorogénesis así como la síntesis de proteínas presentes en la membrana interna o externa 

y que son responsables de la salida de la cadena – T de la célula bacteriana y la entrada a la 

célula vegetal, excepto virB1. El gen virC codifica las proteínas VirC1 y VirC2 que son 

necesarias para la transferencia del DNA-T, mientras que el operón virD codifica proteínas 

requeridas para llevar a cabo el corte de las secuencias del borde de DNA – T. El gen virE 

codifica dos proteínas (VirE1 y VirE2), donde VirE1 es la encargada del transporte de la 

proteína VirE2 de Rhizobium a la célula vegetal, el operón virG es el encargado de codificar 

un producto que es el activador de la transcripción de otros genes vir y estos genes vir son 

regulados por las proteínas VirA, VirG, así como todo el proceso de infección (Montesinos 

et al., 2003). 

 

Figura 4. Región vir de R. radiobacter y sus genes principales (Montesinos et al., 2003). 
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3.1.1.3 Catabolismo de opinas  

El plásmido Ti posee una región que confieren a los tumores un metabolismo nitrogenado 

particular por compuestos específicos de bajo peso molecular llamados opinas que son 

productos de la condensación de ácidos orgánico y aminoácidos (disacáridos) y que son 

utilizados como fuente de carbono y nitrógeno o fósforo (Montesinos et al., 2003), dentro de 

las cuales se pueden encontrar las octopinas, nopalinas, agropinas, nopalinas entre otras, que 

sirven como fuente de carbono y nitrógeno para el desarrollo de R. radiobacter por lo que se 

consideran de gran importancia, ya que juegan un papel ecológico, promoviendo un ambiente 

altamente específico para R. radiobacter que es altamente tóxico para bacterias oportunistas, 

además de favorecer la expresión de factores de virulencia y una mejor comunicación 

bacteriana (Jiménez, 2022). 

3.2 Mecanismo de transferencia del plásmido Ti 

R. radiobacter tiene una capacidad de movilidad a través de la película del agua en el suelo 

por unas estructuras llamadas ¨flagelos¨ (Weir & Dalzell, 2020).El mecanismo de 

transformación comienza cuando R. radiobacter detecta compuestos fenólicos que son 

producidas por heridas producidas en las plantas (Ferrín Suárez, 2020), dentro de los que se 

puede encontrar acetosiringona que son reconocidos por R. radiobacter que, al llegar al sitio 

de la herida, este se adhiere y transfiere su DNA – T (Shah, 2013). 
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3.2.1 Interacción bacteria – planta  

R. radiobacter utiliza los compuestos fenólicos generados en la herida de la planta como 

moléculas de señal que al ser detectadas y migran a través de un gradiente de concentración 

(Montesinos et al., 2003). 

Al llegar al sitio de la herida se une a ella mediante fibrillas de celulosa que sintetiza para 

permitir que más bacterias queden atrapadas en la superficie de la herida (Shah, 2013). 

Además, dos proteínas, una proteína similar a la vitronectina y una proteína de unión a 

ricoadhesina, se han propuesto como responsables de esta unión, aunque aún no se ha 

demostrado por análisis genéticos, además de genes cromosómicos de virulencia chvA, chvB, 

psvA que también están implicados en esta unión (Montesinos et al., 2003). 

 

 

Figura 5. Unión de R. radiobacter a la célula huésped (Montesinos et al., 2003). 
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3.2.2 Reconocimiento de R. radiobacter a la célula huésped  

Al llegar a la célula huésped R. radiobacter activa los genes vir que se encuentran en el 

plásmido Ti, este proceso comienza con la proteína VirA que le transfiere un fosfato a la 

proteína VirG que se encuentra en el citoplasma y esta promueve la activación de las demás 

proteínas de virulencia formando de esta manera el sistema de secreción tipo IV (Jiménez, 

2022). 

Se ha reportado que existen azúcares (glucosa y galactosa) que funcionan como inductores, 

estos azúcares son detectados por una proteína ChvE que es sintetizada por un gen 

proveniente del cromosoma de Rhizobium. Con la ayuda de estos azúcares los genes vir 

pueden ser expresados a concentraciones más bajas de compuestos fenólicos (Lee Lan Ying & 

Gelvin Stanton B., 2008).  

3.2.3 Transferencia e integración del DNA-T  

Una vez que los genes vir empiezan a transcribirse inicia la síntesis de la cadena – T, que son 

reconocidas por proteínas codificadas en el operón virD que reconoce las secuencias 

terminales que delimitan el DNA – T (Montesinos et al., 2003). Las proteínas VirD1 tiene 

actividad endonucleasa que se encarga cortar el DNA – T del plásmido Ti en el extremo 5´, 

mientras la proteína VirD2 corta en el extremo 3 ́ formando así una molécula de DNA de una 

sola hebra (Tapia E, 2014). 

Después la proteína VirD2 se une a la cadena – T a través de un residuo de tirosina al extremo 

5´de cada cadena rota. La fuerte unión que tienen la proteína VirD2 hacia la cadena – T le 

confiere una polaridad que asegura que el extremo 5´entre primero al núcleo de la célula 

huésped (Montesinos et al., 2003). 
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La unión de la proteína VirD2 a la cadena T se denomina ̈ complejo de transferencia¨ (Milena 

et al., 2005). Este proceso se lleva a cabo mediante el pilus que está formado por proteínas 

VirB (VirB1 a VirB11) y VirD4.  Durante el proceso de transferencia también se transportan 

proteínas como VirE2, VirE3, VirE5, VirF que se encargan de brindarle protección al contra 

las nucleasas vegetales (Shah, 2013). 

Para poder introducir el fragmento de DNA – T, Rhizobium tiene que romper la barrera de la 

pared celular para lo cual utiliza proteínas de virulencia llamadas VirB1 a VirB11 y VirD4 

que le permiten introducir el DNA-T a través de la pared celular de la planta (Weir & Dalzell, 

2020). 

Según estudios, se menciona que las proteínas VirD4 y VirE2 contienen secuencias de 

localización nuclear (NLS), las cuales están implicadas en el transporte del DNA – T al 

núcleo (Hwang et al., 2017).La proteína VirF, una vez dentro de la célula vegetal junto con 

el complejo T proteolizan a VirE2 y, de esta manera se elimina VirE2 del complejo T, lo que 

permite que la integración del DNA-T sea más fácil (Shah, 2013). 

Una vez dentro del núcleo de la célula vegetal, el DNA-T se integra al DNA vegetal mediante 

rupturas, que al ser reparadas integran el DNA-T. El DNA vegetal se ve modificado 

genéticamente al tener el fragmento de DNA de Rhizobium (Weir & Dalzell, 2020).Una vez 

integrado el DNA – T este es expresado por la célula vegetal, provocando de esta manera que 

los niveles de hormonas vegetales aumenten, causando una división celular descontrolada 

que da como resultado la formación de tumores (Lee Chil Woo et al., 2009). 
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Se ha reportado que las plantas han desarrollado mecanismos de protección para Rhizobium, 

entre ellos se encuentra los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP), los cuales 

provocan un estallido de reacciones que termina con la muerte celular programada de la 

planta (Lee Chil Woo et al., 2009).Otro mecanismo reportado es la activación de enzimas 

para romper el DNA – T antes de su llegada al núcleo de la célula vegetal (Weir & Dalzell, 

2020). 

3.3 R. radiobacter desarmado 

Para la obtención de una cepa de R. radiobacter que no cause la enfermedad de la agalla de 

la corona se tuvo que eliminar los genes (oncogenes), que son los responsables de la 

producción de los tumores. Esto sin afectar los genes vir y reemplazando de esta manera el 

DNA-T por un gen de interés que se desee transferir a una planta (Kreuzer & Massey, 2014), 

además de eliminar los genes OPS responsables de la síntesis de opinas que se encuentran en 

la región del DNA – T. Para llevar a cabo este proceso se debe introducir a una cepa de R. 

radiobacter el plásmido foráneo con regiones homólogas al DNA – T y un gen de resistencia 

a antibióticos. Al llevarse a cabo el proceso de recombinación entre el plásmido foráneo y el 

plásmido Ti se elimina el DNA – T y se introduce al plásmido Ti el gen que contiene la 

resistencia a antibióticos que permitirá la identificación de la nueva cepa de Rhizobium 

desarmada (Díaz Granados & Chaparro-Giraldo, 2012). 

Durante este proceso se conservan las secuencias importantes para integrar el DNA-T 

(Eckardt, 2006)que delimitan los sitios de origen y terminación de la transferencia del DNA-

T (Van Montagu & Zambryski, 2017).Se sabe que los genes que participan en la síntesis de 

opinas y auxinas no son necesarias para la transferencia del DNA – T (Milena et al., 2005). 
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Figura 6. Estructura del plásmido Ti desarmado de R. radiobacter (Bevitori, 2014). 

 

3.4 Transformación de R. radiobacter por el método congelación – descongelación  

Para llevar a cabo la introducción de DNA plasmídico exógeno en otras células se han 

utilizado muchos métodos, dentro de los cuales destaca los procesos químicos porque son 

más fáciles de llevar a cabo, eso sin contar su rentabilidad (Singh et al., 2010). Autores como 

Mandel e Higa entre otros en 1970 describieron que este método utiliza una difusión pasiva 

que genera lesiones en la pared y membrana permitiendo así de esta manera al DNA ingresar 

a la célula (Holsters et al., 1978). 

Este método se ha utilizado como una forma de alterar las células que es provocado por el 

crecimiento de cristales de hielo durante el proceso de congelación (Tian et al., 2010). La 

obtención de células competentes mediante cloruro de calcio (CaCl2), seguido de un choque 

térmico, ambos pasos son importantes para poder facilitar la adsorción del DNA dentro del 

citoplasma de la célula (García Cárdenas et al., 2019), que implica la modificación química 

de la membrana celular, seguida de la absorción física del DNA extraño (Benny et al., 2022).  
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Se estima que la eficiencia de transformación por este método es entre 102 y 103 

transformantes por Pg de DNA. Dentro de las ventajas de este método es que no es necesario 

un equipo especializado (Wise et al., 2006). 

3.5 Vectores binarios  

En los primeros intentos por introducir genes en el DNA – T implican manipulaciones 

genéticas complicadas debido al tamaño de los plásmidos Ti, por sus bajas copias en 

Rhizobium, los difíciles procesos para aislar y la imposible replicación en E. coli (Lee Lan Ying 

& Gelvin Stanton B., 2008) 

En 1980 se llevaron a cabo investigaciones para el desarrollo de vectores que permitieran 

llevar a cabo la transformación de plantas superiores, se logró eliminar el DNA-T de tipo 

salvaje que es causante del desarrollo de los tumores y que inhibe la regeneración de las 

plantas, dando lugar a cepas de Rhizobium desarmadas (Komari et al., 2006a). 

Esta investigación dio a conocer que las regiones de virulencia (vir) y de DNA – T de los 

plásmidos Ti se pueden dividir en dos replicones separados, este sistema se denominó 

¨sistema binario de T-DNA¨ (Lee Lan Ying & Gelvin Stanton B., 2008), en donde uno de los 

replicones contiene el DNA-T, mientras que el otro contiene los genes virales (Komari et al., 

2006). 

Este diseño permite separar la región de DNA-T en un plásmido más pequeño de los genes 

de virulencia y de esta manera obtener un plásmido Ti avirulento. Este vector puede 

replicarse tanto en E. coli como en R. radiobacter o tener dos replicones donde uno sea para 

E. coli y el otro para R. radiobacter (Lee et al., 2012). 
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Este sistema está completamente activo cuando las funciones vir y el DNA – T se encuentran 

ubicados en replicones compatibles separados en Rhizobium (An et al., 1989). 

3.5.1 Estructura de los vectores binarios  

Un vector binario está compuesto por un DNA-T que está delimitado por secuencias 

fronterizas como el borde derecho (RB) y el borde izquierdo (LB), contiene múltiples sitios 

de clonación (Komori et al., 2007a), así como un gen marcador seleccionable para plantas 

que les confieren resistencia a antibióticos, en plantas dicotiledóneas se ha utilizado con 

mayor frecuencia la kanamicina, también el vector binario contiene un gen informador y 

otros genes de interés (Komori et al., 2007b). 

Los RB y LB son secuencias repetidas de 25 pb, al llevarse a cabo el proceso de transferencia 

las endonucleasas VirD1/VirD2 llevan los cortes en la 3era y 4ta base de esta manera durante 

este proceso el DNA-T se encuentra limitado por los nucleótidos 4-25 del LB, mientras que 

del RB se encuentran los nucleótidos 1-3 (Lee Lan Ying & Gelvin Stanton B., 2008), por lo que 

son considerados como los únicos elementos cis esenciales para llevar a cabo la transferencia 

del DNA – T, además cuentan con sitios de clonación (MCS) que son componentes genéticos 

que normalmente se clonan en los vectores binarios, así como un gen marcador de selección 

para transformación de plantas que debe expresarse en los callos de las células para facilitar 

la transformación (Komari et al., 2006b). 

La columna vertebral del vector tiene sitios de replicación en plásmidos tanto de E. coli como 

de R. radiobacter, genes marcadores para la selección de bacterias (Komori et al., 2007a), 

funciones para la movilización de plásmidos entre bacterias y otros compuestos accesorios 

(Komori et al., 2007b). 
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Figura 7. Estructura del sistema de un vector binario (Petri, 2005). 

3.6 Vector pCAMBIA 1301  

La transformación en plantas se realiza mediante la transferencia directa de DNA, por lo que 

se ha buscado vectores que sean más eficientes, la generación de un número mayor de copias, 

así como un mejor rendimiento de DNA y un mejor tamaño. Por lo que se han desarrollado 

una serie de vectores pCAMBIA derivados de los vectores pPZP para mejorar estos 

problemas.  El vector pCAMBIA se ha utilizado para mejorar la transformación genética 

mediada por Rhizobium.  

Entre las ventajas de la utilización de vectores pCAMBIA se pueden encontrar un alto 

número de copias en E. coli lo que permite un mejor rendimiento en la extracción de DNA 

plasmídico, así como que contiene un replicón pVS1 que le permite tener una mejor 

estabilidad en Rhizobium, un tamaño pequeño, que tiene un marcador de selección de 

resistencia bacteriana y de plantas correspondiente al antibiótico Kanamicina (Kan) 

(Leclercq et al., 2015). 
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Figura 8. Componentes principales del vector pCAMBIA 1301 (Snapgene) 

3.7 Cotesia rubecula  

Las avispas parasitoides se diferencian de otros insectos en que se pueden desarrollar dentro 

o fuera de otros artrópodos, existen grupos de avispas que son parasitoides idiobiontes que 

ataca al huésped y este queda paralizado por la hembra antes de la oviposición o los 

koinobiontes que atacan al huésped, se alimentan y crecen durante las primeras etapas del 

parasitismo (Harvey et al., 2016). Las avispas del género Cotesia son endoparasitoides que 

han sido usados para el control biológico de otros insectos. Este proceso lo lleva a cabo la 

avispa hembra que coloca sus huevecillos dentro de orugas y estas al llevar a su etapa de 

larva se alimentan del huésped (Gauthier et al., 2021). 
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Estos endoparásitos han desarrollado mecanismos que les ha permitido protegerse del 

sistema inmunológico del huésped y de esta manera lograr sobrevivir y desarrollarse dentro 

del huésped. Los mecanismos que se han reportado se mencionan la “regulación activa local” 

que se considera una estrategia pasiva en la cual los huevecillos del endoparasitoide es 

recubierto por componentes protectores, mientras que las estrategias activas se basan en una 

infección materna que se lleva a cabo durante la introducción de los huevos dentro del 

huésped.  

Dentro de estos factores están los venenos, polydnavirus (PDV), partículas similares a virus 

(VLP) y proteínas ováricas, cada uno de estos factores dependerá directamente de la especie 

del parasitoide (Teng et al., 2016). 

El endoparasitoide Cotesia glomerata y Cotesia rubecula son avispas cuyo origen radica en 

Europa, son consideradas como control biológico de Pieris rapae, sin embargo C. glomerata 

ataca principalmente a Pieris brassicae y solo en unas ocasiones a P. rapae, siendo de esta 

manera considerado así a C. rubecula como el principal control biológico de P. rapae (Vyas 

et al., 2020).  

C. glomerata ataca a las larvas de P. rapae durante el quinto estadio cuando el daño es mayor 

debido a la alimentación de la larva, a diferencia de C. rubecula que ataca a esta larva durante 

el primer y segundo estadio, matándola en el cuarto estadio cuando el daño por la 

alimentación de la larva es menor (HerliHy et al., 2012). 
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Una vez llevado a cabo el proceso de parasitación los genes del bracovirus Cotesia rubecula 

(CrBV) se expresan en la larva del huésped P. rapae en un tiempo prolongado de 4 a 12 horas 

dando lugar a la producción de proteínas para desactivar el sistema inmune del huésped 

(Glatz et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Ciclo de vida de Cotesia rubecula y etapa donde intervienen los polydnavirus 

(Strand & Burke, 2012). 
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3.7.1 Polydnavirus 

Los insectos huéspedes responden a objetos extraños formando una cápsula en su superficie 

de múltiples capas de hemocitos, por lo que los endoparasitoides han desarrollado 

mecanismos evolutivos que permiten evitar o suprimir esta respuesta de encapsulamiento, 

entre los cuales están factores maternos como los genes de polydnavirus (PDV) (Asgari, 

2006), estos genes se consideran una evolución importante ya que aseguran la supervivencia 

de las larvas del endoparasitoide (Glatz et al., 2003). 

Estos PDV viven en asociación con avispas parasitoides, que son insectos que viven 

libremente cuando son adultos y en la etapa larvaria (polillas y mariposas) ponen sus huevos 

dentro o fuera de otros insectos (Strand & Burke, 2012). 

 Los PDV fueron descubiertos entre los años 1960 y 1970 cuando se analizan los tractos 

reproductivos de unas especies de insectos llamadas avispas parasitoides y solo son 

producidos por avispas que pertenecen a las superfamilias Ichneumonidae y estas a su vez se 

subdividen en dos familias, Braconidae e Ichneumonidae, los PDV producidos por estas dos 

familias son morfológicamente diferentes entre sí.  

Fueron reconocidos como PDV porque estos se replican en las células del cáliz de las avispas, 

morfológicamente parecen virus, empaquetan ácido nucleico, son infecciosos y contienen 

genes que se transcriben después de la infección de los huéspedes (Strand & Burke, 2015).    

Los PDV se han reconocido como un grupo de virus de DNA bicatenario (DNAds), estos se 

encuentran en el cromosoma de la avispa como un provirus y se transmite de generación en 

generación de forma vertical. Su genoma está constituido por segmentos circulares de 

DNAbc (Kumar & Kim, 2014). 
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La segmentación suele ser externa, pueden llegar a tener hasta 28 segmentos de DNA con un 

tamaño del genoma de aproximadamente 250 kb por lo que se hace una comparación con los 

virus de ARN que de igual manera se encuentra segmentado, pero en una menor cantidad, 

con lo que se cree que los PDV tuvieron que pasar por muchos procesos evolutivos que les 

permitió llegar a una segmentación de su genoma viral (Webb & Cui, 1998). 

Los PDV se inyectan en el hemocele de un huésped durante la oviposición junto con el huevo 

del parasitoide como se muestra en la figura 10, así como otras secreciones proteicas 

maternas (Glatz et al., 2004a), sin embargo, estos no se replican en las células huéspedes ya 

que el DNA empaquetado no contiene genes relacionados con su replicación (Asgari, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Mecanismo de introducción de polydnavirus en huésped de avispa parasitoide 

(Roossinck, 2011). 



 

22 
 

También se introduce un veneno de la glándula venenosa que provoca alteraciones 

fisiológicas completas que es un factor beneficioso para aquellos endoparasitoides que 

carecen de PDV, el cual permite protegerse del sistema inmunológico (Teng et al., 2016). 

Además, este veneno está asociado a la parálisis, así como a la detención del desarrollo del 

huésped (Asgari, 2006). 

Estos PDV ingresan a células del hemocito y células grasas del huésped, las transcripciones 

del virus se detectan durante las primeras horas de la parasitación. El bracovirus de C. 

rubecula se ha destacado por generar cuatro productos genéticos que están relacionados con 

la inactivación reversible del sistema inmunológico celular (Glatz et al., 2004a). 

3.7.1.1 Genes de polydnavirus 

Se han reportado la proteína tirosina fosfatasa (PTP) que pertenece a una familia de genes de 

Bracovirus que provocan la desfosforilación de las proteínas dianas ocasionando una 

interrupción de los ciclos de quinasa/fosfatasa que participan en múltiples procesos en el 

desarrollo y la inmunidad del huésped. Entre otras está las proteínas CpBV – ELP1 que es 

codificada por el bracovirus Cotesia vestalis (CvBV) que suprime las poblaciones de 

hemocitos ((Ye et al., 2018). 

Entre otros genes que se han reportado están los genes de virulencia que participan en la 

desactivación del sistema inmunológico del huésped dentro de los cuales se encuentran los 

genes Glc, Ank de BV e IV, los genes Egf y el gen BV15β que está implicada en el 

crecimiento del anfitrión ((Strand & Burke, 2015). 

Se han logrado encontrar otros genes específicos de polydnavirus del género Cotesia, dentro 

de los que se pueden encontrar EP1, histona viral H4 y CrV1 (Kumar & Kim, 2014). 
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El gen CrV1 es un gen encapsulado que se expresa como una transcripción única en los 

hemocitos del huésped, este es secretado por las células infectadas al suero y al interactuar 

con la superficie de los hemocitos que provoca la despolimerización de los componentes 

estructurales de actina citoplasmática (Glatz et al., 2004a). 

3.7.1.1.1 Gen CrV1  

Según estudios se ha determinado que el bracovirus de Cotesia rubecula (CrBV) solo genera 

cuatro productos genéticos en la larva huésped, encontrándose al gen CrV1 como el principal 

que se expresa en el huésped (Wei et al., 2016), que es el responsable de codificar una 

glicoproteína que permite inactivar los hemocitos del huésped y de esta manera se impide el 

encapsulamiento del óvulo del parasitoide (Glatz et al., 2003). 

Crv1 es un gen encapsidado que se expresa como una transcripción única (Glatz et al., 2004b) 

y una vez que esta proteína ingresa, desestabiliza el citoesqueleto del huésped, dentro de lo 

que se sabe de la proteína CrV1 es que es incubado en la hemolinfa y absorbido por los 

hemocitos, pero esta proteína no es absorbida en ausencia del plasma hemolinfa (Asgari & 

Schmidt, 2002). También se sabe que no existe un receptor para CrV1 en los hemocitos, sino 

que es necesario formar un complejo con un factor plasmático (Schmidt et al., 2005). 
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IV. Métodos y materiales 

En el desarrollo de este trabajo se llevaron a cabo procedimientos para obtener clonas de 

Rhizobium radiobacter transformadas con un vector binario que acarrea el gen CrV1 del 

polidnavirus de C. rubecula, el procedimiento general para este fin, esta esquematizados en 

la figura 11). 

 

Figura 11. Esquema general metodológico para la obtención de cepas transformadas de R. 

radiobacter. 
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4.1 Transformación de E. coli Dh5α con vector pCAMBIA-CrV1  

 El vector pCAMBIA – CrV1, previamente construido, se usó para transformar la cepa 

quimio-competente de E. coli Dh5α por el método choque térmico. Se comenzó tomando dos 

microtubos de 1.5 mL previamente congelados, al primer microtubo se le adicionó 100 ng 

del vector pCAMBIA – CrV1 y 100 µL de células competentes de E. coli. A un segundo 

microtubo se le adicionó 1 µL del agua ultrapura estéril y 100 µL de células competentes de 

E. coli, que sirvió como control negativo.  

Se colocaron ambos microtubos en hielo por 30 minutos, después se realizó un choque 

térmico a 42 °C por 30 segundos, pasado esto se colocaron nuevamente en hielo por 5 

minutos y se le adicionó 1 mL de medio de cultivo LB líquido (caldo de lisogenia) a cada 

uno de los tubos. Se dejó incubar las células a 37°C y 200 rpm (revoluciones por minuto) 

durante dos horas.  

Una vez culminado el tiempo de incubación se sembraron las células transformadas en cajas 

Petri con medio agar-LB (12.5gr /L- 25 gr/L) adicionadas con el antibiótico kanamicina (50 

µg /mL) y se incubaron a 37°C por 12 horas. 

4.2 Extracción del vector – pCAMBIA – CrV1  

Las colonias que resultaron de la transformación se inocularon en 5 mL de medio LB líquido 

(25 gr/L) con kanamicina (g/mL), se incubaron a 37 °C y 180 rpm por 12 horas. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación se pasó a realizar la extracción del DNA 

plasmídico mediante el estuche comercial de purificación de DNA plasmídico Wizard Plus 

SV Minipreps (Promega, USA).  
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Se comenzó transfiriendo el medio con el crecimiento bacteriano a un tubo de 5 mL, se 

centrifugó por 5 minutos a 13000 rpm para descartar el sobrenadante y se secó el tubo 

invirtiendo sobre un papel secante para eliminar el exceso del medio. Se añadieron 250 µL 

de la solución de resuspensión celular al tubo de 5 mL y, se resuspendió completamente el 

sedimento celular mediante agitación vertical y se transfirió a un tubo de microtubo estéril 

de 1.5 mL.  

Se agregaron 250 µL de la solución de lisis celular y se mezcló invirtiendo el microtubo 4 

veces, se incubó hasta que la resuspensión de células se aclaró (cinco minutos 

aproximadamente) a temperatura ambiente, después se añadieron 10 µL de la solución de 

proteasas alcalina y se mezcló invirtiendo el microtubo nuevamente 4 veces y se incubó 

durante cinco minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 350 µL de solución de 

neutralización y se mezcló inmediatamente invirtiendo el microtubo 4 veces.  

Se centrifugó el lisado bacteriano a 13000 rpm en una centrifugadora durante 10 minutos a 

temperatura ambiente, se prepararon unidades de purificación de DNA plasmídico donde se 

insertó una columna de centrifugación en un tubo de recolección de 2 ml.  

Una vez llevada a cabo la centrifugación se transfirió el lisado aclarado (aproximadamente 

850 µL) a la columna, se evitó alterar o transferir el precipitado blanco con el sobrenadante 

y posteriormente el sobrenadante se centrifugó nuevamente a 13000 rpm en una 

microcentrífuga durante 1 min a temperatura ambiente. Se retiró la columna del microtubo 

de recolección y se desechó el flujo del tubo de recolección, se volvió a insertar la columna 

en el tubo de recolección, se agregaron 750 µl de la solución de lavado de columna, 

previamente diluida con etanol al 95% a la columna de centrífuga, se volvió a centrifugar a 

13000 rpm en una centrifuga durante 1 min a temperatura ambiente.  
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Se retiró la columna y se desechó el filtrado, se repitió el procedimiento de lavado con 250 

µL de solución para posteriormente volver a centrifugar a máxima velocidad durante dos 

minutos a temperatura ambiente. Finalmente se transfirió la columna de centrífuga a un 

microtubo nuevo y estéril de 1.5 mL y se hidrato el DNA del plasmídico agregando 100 µL 

de agua libre de nucleasas a la columna de centrífuga. Se centrifugó a máxima velocidad 

durante un minuto a temperatura ambiente en una microcentrífuga. Se retiró el microtubo de 

1.5 mL y se desechó la columna de centrifugación y se guardó el DNA plasmídico purificado 

a – 20 °C. 

4.3 Electroforesis del DNA plasmídico  

Para comprobar el éxito de la extracción del DNA plasmídico, se realizó una electroforesis, 

donde se cargó la muestra de DNA plasmídico del paso anterior en un gel de agarosa al 1% 

y se visualizó en un fotodocumentador AxygenTM.  

El gel se colocó en una cámara de electroforesis donde se sumergió en amortiguador TAE 

1X (Tris-acetato 40mM, EDTA 1 mM, pH 8+/-0,2), se tomó 4 µl de cada reacción y se 

homogenizo con 2.4 µl de amortiguador de carga (5x Buffer + Diamond Nuclei Acid Dye, 

ambos de PromegaTM USA), que posteriormente se colocó en el gel de agarosa.  

4.4 Amplificación de DNA plasmídico por PCR con cebadores (NCOCRF – bstcrR) y 

(PBINNOST – 986-1005CC) 

 El fragmento CrV1 se amplificó mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

utilizando los cebadores NCOCRF – bstcrR, al igual que los cebadores PBINNOST – 986-

1005CC (Tablas 1) para lo cual se utilizó un termociclador Axygen® MaxyGene II donde 

se utilizaron las Tm (62°C) y (51°C) respectivamente.  
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Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizados durante el estudio. 

Cebadores Secuencia Tm (°C) 

NCOCRF 5´ ATACCATGGATGTCACTCGTCAAAAGTGC 3´ 63°C 

BStcrR 5´ ATAGGTCACCTCAGATGCTACATATAGGGA 3´ 61°C 

62-84Pcamv 5´GTCACTTTATTGTGAAGATAGT 3´ 51°C 

396-74CR 5´TCCACTGGATAATTCACTAATA 3´ 49°C 

GUSF 5´TCGTCCGTCCTGTAGAAA 3´ 52°C 

GUSR 5´ TTCACCGAAGTTCATGCC 3´ 55°C 

 

Tabla 2. Programa de termociclador utilizado para PCR   

Temperatura Tiempo Ciclos 

94 °C 5 min 1 

94 °C 30 s  

35 Tm de Cebadores 30 s 

72 °C 30 s 

72 °C 90 s 1 

4 °C ∞  
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Tabla 3.  Componentes de la reacción de PCR  

Volumen de reacción para 25 µL 

Componentes Volumen Concentración final 

GoTaq® Green Master Mix, 2X 12 µL 1X 

Cebador foward, 10 µM 0.25 – 2.5 µL 0.1 – 1.0 µM 

Cebador reverse 10 µM 0.25 – 2.5 µL 0.1 – 1.0 µM 

DNA 1 – 5 µL ˂250ng 

Agua libre de nucleasas hasta 25 µL N.A. 

 

Primero se realizaron tres reacciones de PCR con los cebadores NCOCRF – bstcrR (Tabla 

1), para lo cual se hizo mezcla de reacción con los componentes de reacción (Tabla 3) sin 

adicionar el DNA.  

Después se tomaron tres microtubos de PCR a los cuales se le añadió 1 µL de DNA donde el 

primer microtubo se le colocó el plásmido pCAMBIA – CrV1, a un segundo microtubo un 1 

µL del vector pCAMBIA 1301 y a un tercer microtubo 1 µL por agua ultrapura estéril en 

lugar de DNA. A cada tubo se le adicionó la mezcla de reacción para obtener un volumen 

total de 10 µL. 
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Figura 12. Región de reconocimiento en la secuencia de los cebadores NCOCRF – bstcrR 

en el vector pCAMBIA – CrV1.  

Se realizó una segunda PCR, con las mismas reacciones de 10 µL, pero usando los cebadores 

PBINNOST - 986-1005CC mostrados en la Tabla 1.  

Para comprobar el éxito de amplificación del DNA plasmídico con los cebadores, se realizó 

una electroforesis, donde se cargaron los productos de PCR en un gel de agarosa al 1% y se 

visualizó en un fotodocumentador AxygenTM. 
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4.5 Cultivo y amplificación de R. radiobacter  

Se inoculó R. radiobacter en 2 mL en medio de cultivo YEB (16.24 gr /L), al cual se le 

adicionó el antibiótico rifampicina (50 µg/ mL) y se dejaron crecer las células durante toda 

la noche a una temperatura entre 25 – 28 °C con agitación (220 – 250 rpm). 

 

4.6 Preparación de cepas de R. radiobacter quimiocompetentes mediante Cloruro de 

Calcio (CaCl2) 

Se tomaron los 2 mL de cultivo inoculado para inocular 50 mL del mismo medio en un matraz 

de 250 mL hasta lograr hasta que la DO600 del cultivo esté entre 0 y 1,5.  

Se centrifugaron las células a 10 000 g durante 10 minutos a 4 °C, se desechó el sobrenadante 

y se resuspendió en 5 mL de CaCl2 mM frío y se repitió la centrifugación.  

Se desechó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 mL de CaCl2 mM frío y se 

prepararon alícuotas de 100 µL de la solución celular en microtubos de 1.5 mL y se guardaron 

a – 80 °C.    

4.7 Transformación de R. radiobacter con el DNA plasmídico con el vector pCAMBIA 

– CrV1 por el método de congelación / descongelación. 

Se utilizó el DNA plasmídico que fue extraído de E. coli el cual contenía el vector pCAMBIA 

– CrV1 para llevar a cabo la transformación de la cepa quimio competente de R. radiobacter.    

Para ello se tomaron tres microtubos de 1.5 mL, al primer tubo se le adicionó 1 µL del vector 

pCAMBIA – CrV1 y 100 µL de células quimiocompetentes previamente preparadas de R. 

radiobacter, se tomó un segundo microtubo de 1.5 mL y se le adicionó 1 µL del agua 
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ultrapura estéril y 100 µL de células competentes de R. radiobacter. A un tercer microtubo 

de 1.5 mL se le adicionó 1 µL del vector pCAMBIA - CcV1 y 100 µL de células competentes 

de R. radiobacter, estos últimos tubos de reacción sirvieron como controles negativos para 

determinar el éxito de la transformación. 

Una vez preparados los microtubos de reacción se colocaron siempre en hielo, pasando 

posteriormente por un choque térmico en nitrógeno líquido por cinco minutos, para 

posteriormente pasar por un proceso de descongelación durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, una vez descongeladas las muestras se adicionó a cada microtubo 1 mL de medio 

YEB y se incubó de entre 25 a 28°C durante un periodo de tiempo de 2 a 4 horas con 

agitación. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación se centrifugaron los microtubos en una 

microcentrífuga a 2500 rpm durante 10 min, se desechó 600 µL de medio y se resuspendieron 

las células nuevamente y estas se sembraron sobre placas Petri con medio agar-YEB (15 

gr/L-16.24gr /L) que contenían los antibióticos kanamicina (50 mg/ mL) y rifampicina (50 

mg/ mL) y se dejó crecer a una temperatura de entre 25 a 28°C por 48 horas.  
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4.8 Obtención de colonias de R. radiobacter transformadas y comprobación de mediante 

PCR.   

Se obtuvieron 32 cepas de R. radiobacter transformadas y se tomaron para ser diluidas en 

microtubos de 1.5 mL, donde se le había adicionado previamente 10 µL de agua ultrapura 

estéril para ser resuspendidas. Una vez resuspendidas las cepas se les realizo una 

amplificación por PCR con los cebadores 62-84PCAM – 396-74Cr, así como con los 

cebadores GusF – GusR (Tabla 1), para su comprobación en reacciones de 10 µL.  

Primero se realizaron 40 ciclos de reacción de 10 µL en microtubos de PCR con los cebadores 

62-84PCAM – 396-74Cr, para lo cual se hizo una mezcla de reacción con los componentes 

de reacción sin adicionar la cepa transformada (Tabla 3). 

Se realizo una PCR para cada una de las cepas transformadas, así como para determinados 

controles negativos. Entre los controles negativos se utilizó el vector pCAMBIA 1301, es 

decir sin el gen CrV1 y agua ultrapura estéril.  

Para esta reacción de PCR se utilizó el programa mostrado en la Tabla 2 donde se utilizó una 

Tm de 50 °C.  
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Figura 14. Región de reconocimiento en la secuencia de los cebadores 62-84PCAM – 396-

74Cr en el vector pCAMBIA – CrV1.  

Siguiendo la misma metodología anterior se realizó una segunda PCR con los cebadores 

GusF – GusR, donde de igual manera se realizaron 40 ciclos de reacción, donde se incluían 

controles positivos y negativos. Como controles negativos se encontraba R. radiobacter 

transformado con el vector NLPC y el agua ultrapura estéril, así como R. radiobacter nativo 

como control positivo.  

Para esta reacción de PCR se el programa mostrado en la Tabla 2 donde se utilizó una Tm 

de 53 °C.  
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Figura 15. Región de reconocimiento en la secuencia de los cebadores GusF - GusR en el 

vector pCAMBIA 1301.  

Con los productos obtenidos de las reacciones de la PCR se realizó electroforesis en gel de 

agarosa al 1% para su comprobación y se visualizó en un fotodocumentador AxygenTM.  

El gel se colocó en una cámara de electroforesis donde se sumergió en Amortiguador TAE 

1X (Tris-acetato 40mM, EDTA 1 mM, pH 8+/-0,2), se tomó 4 µl de cada reacción y se 

homogenizo con 2.4 µl de amortiguador de carga.  

Una vez observado los productos de la PCR, se realizó una selección de las cuatro cepas más 

puras y se inocularon en 5 tubos de 10 ml con 5 mL de medio YEB líquido (16.24 gr/ L) con 

los antibióticos kanamicina (50 mg/ mL) y rifampicina (50 mg/ mL), se incubaron a una 

temperatura entre 25 a 28 °C por toda la noche.   
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Transcurrido el tiempo de incubación se tomó de cada uno de ellos 1 µL de cultivo que fue 

colocado en un microtubo de 1.5 mL y se resuspendió en 199 µL de agua ultrapura estéril 

(1:200 µL).  

Después se realizó nuevamente dos PCR con los juegos de cebadores 62-84PCAM – 396-

74Cr y GusF – GusR (Tabla 1).  

Primero se realizaron una mezcla de los componentes de PCR con los cebadores 62-84PCAM 

– 396-74Cr (Tabla 1) para 6 reacciones de PCR de 10 µL usando los cebadores, entre las 

reacciones se incluyeron dos controles negativos dentro de los cuales se encontraron R. 

radiobacter nativo y agua ultrapura estéril, donde se usó el programa de PCR con una Tm de 

50 °C.  

De igual manera se realizó otra mezcla de los componentes de PCR (Tabla 3) para 6 

reacciones de 10 µL usando los cebadores GusF y GusR (Tabla 1), donde se incluyó un 

control positivo R. radiobacter nativo, así como un control negativo que fue el agua ultrapura 

estéril, donde se utilizó el programa de PCR mostrado en la Tabla 2 donde se usó una Tm 

de 53 °C.  

Los productos obtenidos de las reacciones de la PCR se corrieron en geles de agarosa al 1% 

para su comprobación y se visualizó en un fotodocumentador AxygenTM.  

El gel se colocó en una cámara de electroforesis donde se sumergió en Amortiguador TAE 

1X (Tris-acetato 40mM, EDTA 1 mM, pH 8+/-0,2), se tomó 4 µl de cada reacción y se 

homogenizo con 2.4 µl de amortiguador de carga. 
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V. Resultados 

5.1 Obtención de DNA plasmídico 

La extracción de DNA plasmídico (figura 16), permitió la obtención del vector pCAMBIA 

– CrV1, el plásmido obtenido fue utilizado como sustrato para realizar PCR con los cebadores 

específicos del gen CrV1, NCOCRF y bstcrR permitió su amplificación. Como resultado de 

la PCR se demostró que efectivamente tanto el vector contiene el fragmento CrV1, como la 

extracción fue exitosa.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Extracción del plásmido pCAMBIA – CrV1 de E. coli.  
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Figura 17. Gel de electroforesis de los productos de PCR usando cebadores NCOCRF – 

bstcrR.  

Como se muestra en la Figura 17, en el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular 

de 1Kb (Mn), en el carril 2 se encuentra el fragmento CrV1 que se amplificó con los 

cebadores NCOCRF y bstcrR, mientras en el carril 3 es el control negativo donde se cargó el 

producto de PCR utilizando el vector pCAMBIA 1301 como ADN blanco, así como en el 

carril 4 agua ultrapura estéril que fueron usados como controles negativos de la PCR.  
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5.2 Obtención de colonias transformadas de R. radiobacter con DNA plasmídico con el 

fragmento CrV1   

La transformación de R. radiobacter por método congelación-descongelación se logró 

determinar mediante su crecimiento en medio de cultivo agar-YEB, sobre placas Petri que 

contuvieron los antibióticos kanamicina y rifampicina, donde se obtuvieron 32 colonias como 

se muestra en la Figura 18, donde se puede observar en las placas a, b, c, d, mientras que la 

placa e se logra observar el control negativo, que demuestra que R. radiobacter contiene el 

vector pCAMBIA – Crv1.  

 

Figura 18. Colonias de R. radiobacter transformadas con DNA plasmídico con fragmento 

CrV1. 
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5.3 Productos de PCR de R. radiobacter transformadas con el fragmento CrV1  

De las colonias resultantes de R. radiobacter transformadas, se realizó PCR utilizando los 

cebadores 62-84PCAM – 39674CR (Figura 14), donde se logró determinar la amplificación 

en todas las colonias, que se corroboro mediante un gel de agarosa como se muestra en la 

Figura 19.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Gel de electroforesis con productos de PCR de colonias de R. radiobacter 

transformadas utilizando cebadores 62-84PCAM – 396-74CR. 
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En los geles se logra observar del carril 1 al 9 y del carril 10 al 16 el resultado de las cepas 

transformadas que logran su amplificación con los cebadores 62-84PCAM – 396-74CR, así 

como los controles negativos que se encuentran en el carril 18 donde se encontraba la cepa 

de R. radiobacter transformada con el vector pCAMBIA 1301, en el carril 19 R. radiobacter 

y en el carril 20 el agua ultrapura estéril, mientras que el carril 10 se encontraba el marcador 

molecular.  

De la segunda PCR de las colonias transformadas de R. radiobacter utilizando los cebadores 

GusF y GusR como se muestra en la Figura 20. 

 

Figura 20. Gel de electroforesis con productos de PCR de colonias de R. radiobacter 

transformadas utilizando cebadores GusF – GusR.  
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En los geles se logra determinar las 32 cepas transformadas de R. radiobacter donde se logra 

observar del carril 1 al 10 y del carril 12 al 16, así como el control positivo que se encuentran 

en el carril 18 donde se encontraba la cepa de R. radiobacter transformada con el vector 

pCAMBIA1301 que logro su amplificación con los cebadores GurF y GusR.  

Mientras que los controles negativos se encontraron en el carril 19 donde se usó R. 

radiobacter y en el carril 20 el agua ultrapura estéril, mientras que el carril 11 se encontraba 

el marcador molecular en ambos geles.  

5.4 Productos de la selección de cepas transformadas puras.  

De las colonias del paso anterior, se seleccionó la numero 2 del segundo gel, la cual amplifica 

con los cebadores 62-84PCAM – 396-74 CR, pero no con los cebadores GusF – GusR. Dicha 

colonia fue suspendida en agua ultrapura y sembrada en una placa de agar-YEB (15 gr/L-

16.24gr /L) + rifampicina (50 mg/ mL) + kanamicina (50 mg/ mL)   

Se realizo la selección de las cuatro cepas transformadas de R. radiobacter con el vector 

pCAMBIA – CrV1 las cuales fueron más puras. Una vez llevada a cabo la selección de las 

cepas de R. radiobacter puras se realizó una PCR con los mismos cebadores 62-84PCAM – 

39674CR y los cebadores GusF y GusR. Los productos se cargaron en un gel de agarosa 

como se muestra en la Figura 21.  
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Figura 21. Segunda comprobación de cepas de R. radiobacter con cebadores 62-84PCAM 

– 396-74CR y los cebadores GusF y GusR.  

Se puede observar en la Figura 21a donde se utilizaron los cebadores 62-84PCAM – 396-

74CR la amplificación de las cepas seleccionadas las cual su tamaño es de 699 pb que se 

encontraban en los carriles 1 al 4, así como sus respectivos controles negativos entre los 

cuales estuvo R. radiobacter transformado con el vector pCAMBIA  1301 que se encontró 

en el carril 5 el vector pCAMBIA 1301 y agua ultrapura estéril en el carril 6 así como el 

marcador molecular que se encontraba en el carril 7.  

En la figura 21b se logró determinar la amplificación del control positivo del gen Gus, el 

cual fue R. radiobacter transformada con el vector nativo pCAMBIA1310 que se encontraba 

en el carril 6 con un tamaño de 2023 pb, mientras las cepas transformadas con el vector 

pCAMBIA – CrV1 que se encontraban en los carriles del 2 al 5 salieron negativas, al igual 

que la reacción del carril 7 en el cual se encontraba la reacción del agua ultrapura estéril.   

Dado estos resultados se puede decir que estas cuatro colonias están transformadas de manera 

exitosa. Así como que el pCAMBIA – CrV1 se transfirió de manera eficiente y se encontraba 

estable dentro de R. radiobacter. 
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VI. Discusión 

Durante la elaboración de este proyecto se logró transformar R. radiobacter con el vector 

pCAMBIA – CrV1. Para lo cual primero se realizó la clonación de CrV1 en un vector binario 

(pCAMBIA1301) y después una transformación en E. coli para la amplificación del vector y 

prosiguiendo de una transformación en R. radiobacter (G. Jyothishwaran, 2007), este 

procedimiento se realizó mediante el método de congelación – descongelación.  

Aunque se sabe que existen otros métodos de transformación como el apareamiento 

triparental, la electroporación (Benny et al., 2022), así como la conjugación (Morton & Fuqua, 

2012). 

En el método de apareamiento triparental se necesita utilizar dos cepas de E. coli (Benny et 

al., 2022), donde la primera cepa porta un plásmido conjugativo (autotransmisible) que 

codifica proteínas que son utilizadas como puente de apareamiento y la transferencia de sí 

mismo o de otro plásmido a las células receptoras.  

Mientras que la segunda cepa (cepa donante) que transporta (plásmido movilizable) los genes 

de interés para R. radiobacter (Wise et al., 2006). Sin embargo, este método necesita al 

menos de cinco a seis días para lograr la transformación, así como se limita a cepas que 

contienen el gen Mob (Mazzola et al., 2007).  

Otro método es la electroporación, que utiliza un campo eléctrico que le permite aumentar la 

permeabilidad de la membrana celular bacteriana, absorbiendo así el DNA (Kámán-Tóth et 

al., 2018).   
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Sin embargo, su recuperación de las transformantes depende de la capacidad que tiene la 

membrana para volver a ensamblarse, así como de las células al sobrevivir al choque que a 

su vez va a depender de la relación de la intensidad del campo eléctrico y de su duración del 

pulso (Wise et al., 2006). 

La eficiencia de transformación por este método depende del tamaño del plásmido, dado que 

plásmidos muy grandes disminuyen dicha transformación (Wise et al., 2006), también se han 

reportado poca confiabilidad de transformación por este método en cepas particulares de        

R. radiobacter (McCormac et al., 1998), además de que requiere un equipo costoso y la alta 

densidad es uno de los factores limitantes, siendo el método congelación – descongelación el 

más conveniente y menos costosa a diferencia de los otros métodos (Benny et al., 2022).   

Otras de sus desventajas es la regeneración de la planta y la tendencia al insertar copias 

múltiples del transgén en el genoma de la planta (Silva, 2012), sin mencionar que este método 

solo puede ser aplicable en protoplastos lo que provoca tener que llevar a cabo cultivo de 

tejidos muy laboriosos (Lyselle R., 2017). 

La conjugación es un método más complicado y laborioso que la electroporación, pero dentro 

de sus ventajas esta su eficiencia para introducir DNA plasmídicos que deben mantenerse o 

para el uso de plásmidos muy grandes (Morton & Fuqua, 2012), este método requiere del 

contacto físico entre el receptor y el donante que contiene el plásmido conjugativo (Gómez 

Arias et al., 2018).  
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Por lo cual durante este experimento se realizó en base al método congelación y 

descongelación por ser un método que logra superar a la electroporación, al apareamiento 

tridimensional y la conjugación por ser más rápido, económico al no ser necesario un equipo 

especializado. Además de contar con este método se definieron puntos de apoyo que permitió 

aseguran la comprobación de la transformación.  

El primer punto que se utilizó durante este experimento para determinar el éxito de la 

transformación se determinó a través de marcadores de selección (genes seleccionables) que 

contenía el vector que nos permiten reconocer las células de E. coli y R. radiobacter que 

fueron transformadas (genes de resistencia a antibióticos).  

Estos genes marcadores de selección son generalmente de origen microbiano que codifican 

proteínas que permiten su crecimiento celular en presencia de antibióticos o herbicidas (Pilar 

Carbonero, 1997).  

El vector pCAMBIA – CrV1 contiene el gene de resistencia a Kanamicina. Una vez que se 

llevó a cabo su integración en el DNA plasmídico en E. coli le confirió esta propiedad y al 

pasarlo a un medio de crecimiento con este antibiótico, permitió su crecimiento y a su vez la 

selección de las células transformadas que contenían el fragmento, que posteriormente sirvió 

para realizar su transformación en R. radiobacter la cual contiene genes de resistencia a 

Rifampicina, obteniendo una cepa transformada con resistencia a ambos antibióticos.  

Que finalmente al someterse a un medio de cultivo con ambos antibióticos se logró 

determinar que efectivamente eran cepas de R. radiobacter con el vector pCAMBIA – CrV1 

el cual contenía el fragmento de interés. 
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El segundo punto para la comprobación de la transformación fue a través de pruebas 

moleculares como fue la PCR donde se utilizaron cebadores específicos del fragmento CrV1 

que permitieron flanquear y comprobar por medio de geles de agarosa y posteriormente 

observar en el fotodocumentador.  

El tercer punto con el que se verificó el éxito de la transformación tanto en E. coli como en 

R. radiobacter fue el uso de controles positivos y negativos que fueron utilizados durante 

todo el experimento que fueron puntos de apoyo para determinar el éxito de la 

transformación. Donde los controles negativos indican que no existe contaminación y los 

controles positivos son productos conocidos o productos que se espera que suceda que se 

sabe que va a suceder dándole las condiciones necesarias.  

Estos controles se introdujeron durante el crecimiento de las células transformadas de E. coli 

y R. radiobacter en medios nutritivos en placas Petri, así como también en las reacciones de 

PCR donde se logró amplificar las regiones de interés y determinar las cepas puras que 

lograron tener el vector pCAMBIA – CrV1.  

Estos controles son de gran importancia ya que si existiera una variable durante el 

experimento los controles se verían afectados, así como que la transformación y de esta 

manera se corrobora antes de seguir a un siguiente punto.  

Dentro de lo esperado con la transformación en R. radiobacter es obtener una cepa que 

contenga el vector pCAMBIA – CrV1, el cual contiene el gen CrV1 del polidnavirus de C. 

rubecula, que el cual se espera que mediante el mecanismo de transformación, esta bacteria 

logre su transferencia a células indiferenciadas (callo) del cultivos de crucíferas para después 

lograr generar una planta genéticamente modificada que logre contrarrestar el ataque de          
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P. rapae que como se ha mencionado es un parasito de este cultivo y tiene un gran efecto 

perjudicial en este cultivo. 

El uso de estas alternativas ha sido explotado usando polidnavirus para inducir la mortalidad, 

así como el control biológico de plagas y de esta manera generar plantas genéticamente 

modificadas que puedan expresar moléculas que son toxicas para los insectos que puedan ser 

usadas como biopesticida permitiendo reducir las pérdidas agrícolas, así como el uso de 

pesticidas químicas usadas en campos reduciendo la contaminación ambiental.  

Este organismo con genes de polidnavirus finalmente deberá ser aprobado como control de 

insectos plaga en diferentes ambientes para evaluar los efectos adversos, así como su riesgo 

ambiental (Rodríguez Pérez, 2000).  
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VII. Conclusión 

Se logro generar clonas de R. radiobacter las cuales contienen el gen CrV1 que es un 

polydnavirus proveniente de C. rubecula, el cual por medio del uso del principio de un vector 

binario se incorporó al vector pCAMBIA1301 y a través del método congelación – 

descongelación, se logró su incorporación de este vector en una cepa quimiocompetentes de 

E. coli, seguido de su incorporación en una cepa quiomiocompetente de R. radiobacter, las 

cuales se les realizo su comprobación mediante PCR donde se usaron los cebadores 

NCOCRF, bstcrR y 62-84Pcamv, 396-74CR respectivamente, obteniendo las 

amplificaciones esperadas y determinando la presencia de nuestro gen de interés.  

Así como también se realizó su comprobación usando los cebadores GusF, GusR para 

determinaron que las cepas obtenidas durante el ensayo fueran puras y no existiera riesgo de 

patogenicidad y evitar problemas futuros que pudieran afectar otros estudios. 

Una vez obtenidas estas clonas obtenidas se preservaron para sus estudios posteriores, donde 

podrán ser utilizadas para generar plantas genéticamente modificadas mediante el cultivo in 

vitro de células indiferenciadas y lograr generar una planta que logre combatir al parasito P. 

rapae que es una plaga de importancia en el cultivo de las crucíferas.  

El uso de vectores binarios para la incorporación de genes de interés, así como para la 

transformación genética en plantas es una alternativa más amigable que contribuye a reducir 

el impacto que tienen los herbicidas y plaguicidas en el medio ambiente, de esta manera 

lograr el combate de plagas de importancia económica.  
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