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RESUMEN 

Los PAM’s son conocidos principalmente por ser parte del sistema inmune innato de 

los organismos vivos, algunos de ellos también forman parte de procesos fisiológicos, 

tal es el caso de la familia GASA/Snakina, en las plantas las snakinas interfieren en el 

tamaño de hojas, floración, producción de raíces, entre otros. 

En el siguiente trabajo se realizó una recombinación del vector pENTRD-Snakina25 

que porta una snakina proveniente de Phaseolus vulgaris con el vector binario 

pH7WG2tdT para transformar Agrobacterium rhizogenes (K599). Los resultados 

obtenidos nos sugieren que la construcción generada puede estar afectando el 

desarrollo de las “hairy roots” ya que se han probado varias clonas de A.rhizogenes que 

portan la construcción y hasta el momento no se ha logrado la obtención de raíces 

transgénicas, pero el callo formado presenta una fluorescencia que corresponde la 

presencia del gen reportero tdT.  

 

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, GASA, snakina, Phaseolus vulgaris, Vector 

binario.  
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INTRODUCCIÓN 

La preocupación por el uso de agroquímicos como: plaguicidas, herbicidas y fármacos 

ha ido en aumento en los últimos años, esto debido a la aparición de organismos 

resistentes y con ello la necesidad de un aumento de dosis aplicada, además del impacto 

que esto puede tener en la salud y el medio ambiente, por lo que es necesario la 

búsqueda de nuevas alternativas que sean más amigables y con menor impacto; Un 

ejemplo de estas nuevas alternativas son los péptidos antimicrobianos (PAMs).  

Los PAMs son péptidos de defensa de los organismos que su principal función es 

combatir diversos agentes infecciosos como:  bacterias, hongos, parásitos o virus. Las 

plantas son una fuente prometedora de estos péptidos que se han documentado en 

diferentes partes de la planta como: hojas, raíces, semillas, flores y tallos. 

La familia de las GASA/Snakina son péptidos solamente encontrados en plantas, se 

componen de 70 a 90 aminoácidos y son ricos en cisteína, además de tener un amplio 

espectro contra microorganismos también se han reportado con importantes funciones 

para el desarrollo de las plantas.  
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1.2 Hipótesis 

La obtención de una clona de A.rhizogenes (K599) que porte el vector pH7WG2tdT-

Snakina 25 y que presente una eficiencia de transformación permitirá clarificar el 

posible papel de una snakina en el proceso de nodulación. 

1.3 Objetivo general 

 Seleccionar una clona Agrobacterium rhizogenes (K599) que porte la 

construcción Snakina 25 (pH7WG2tdT-Snakina 25) 

 

1.4 Objetivo específicos 

 Recombinación del vector pENTRD-Snakina25 con el vector binario 

pH7WG2tdT. 

 Transformación de Agrobacterium rhizogenes (K599) con el vector 

pH7WG2tdT-Snakina 25 

 Selección de las clonas transformadas de A. rhizogenes mediante PCR en 

colonia. 

 Determinación de las clonas con mayor eficiencia de transformación de A. 

rhizogenes (K599) en plantas de P.vulgaris 

 Visualización de raíces transgénicas que contengan la construcción de la 

Snakina 25 (pH7WG2tdT-Snakina 25). 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Péptidos antimicrobianos 

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son pequeñas biomoléculas de naturaleza 

proteica, que forman parte del sistema inmune innato en varios organismos como: 

animales, plantas, bacterias y hongos (Lei et al., 2019).  Los PAMs también son 

conocidos como péptidos de defensa del huésped (PDH), se consideran una de las 

principales barreras para combatir diversos agentes infecciosos (Su et al., 2020) y son 

efectivos en contra de un amplio espectro de organismos Gram positivos, Gram 

negativos, hongos, parásitos o virus (Erdem Büyükkiraz & Kesmen, 2022). Los PAMs 

tienen su actividad antimicrobiana a través de varios mecanismos diferentes, pero 

principalmente es el dañando a la integridad de la membrana celular o inhibiendo la 

síntesis de ácidos nucleicos, enzimas esenciales, además del daño mitocondrial (Téllez 

& Castaño, 2010). 

Los PAMs pueden ser clasificados tomando como base varios criterios y a continuación 

se mencionan dos ejemplos: la fuente de aislamiento (plantas, insectos, células 

animales, etc.)(Huan et al., 2020).  Otra clasificación toma en cuenta la estructura 

secundaria y los clasifica en cuatro categorías: péptidos lineales α-hélice, los péptidos 

de hoja β con la presencia de dos o más enlaces disulfuro, los péptidos de horquilla con 

la presencia de un solo enlace disulfuro y/o la ciclación del péptido cadena y, 

finalmente estructuras mixtas ver figura 1 (Boparai & Sharma, 2020). 

A pesar de la gran diversidad de PAM’s por sus características fisicoquímicas, 

estructurales y de acción estos comparten características comunes como: el tamaño, la 

carga, ser anfipáticos, tener aminoácidos hidrófobos, catiónicos y son relativamente 

pequeños aminoácidos <100 (Manniello et al., 2021; Pasupuleti et al., 2012).  
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Manniello et al., (2021), menciona que se puede encontrar un cierto grado de identidad 

en algunas regiones o en los patrones de aminoácidos, pero rara vez los PAMs son 

similares entre especies u organismos y (Pasupuleti et al., 2012) lo atribuye a la 

adaptación de las especies al nicho ocupado. Téllez & Castaño (2010), menciona que 

la mayoría de los péptidos antimicrobianos descritos son codificados por genes y se 

sintetizan en los ribosomas, aunque existen otros que son el resultado de metabolitos 

secundarios. 

 

Figura 1: Clasificación de los PAMS por su estructura secundaria.  Los péptidos antimicrobianos se pueden 

clasificar en cuatro distintas (1) α-hélice, (2) hoja β, (3) mixta y (4) lineal. (tomada de: Büyükkiraz, et al., 2022) 

Las plantas son una fuente prometedora de PAMs, ya que constantemente se 

encuentran expuestas a diferentes tipos de estrés biótico-abiótico, como ejemplos del 

estrés biótico tenemos que constantemente son expuestas a los microorganismos ( 

bacterias, hongos, virus, protozoos e insectos) y tienen una importante participación en 

la eliminación de estas amenazas, la expresión de los PMAs se ha documentado en 

diferentes partes de la planta como: hojas, raíces, semillas, flores y tallos (Berrocal-

Lobo et al., 2002; Wang et al., 2016). 

En las plantas, la mayoría de los PAMs se han descrito como péptidos ricos en cisteínas, 

lo que puede permitir la formación de varios puentes disulfuro en los péptidos, los 

2 

4 

1 

2 
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enlaces pueden variar de dos a seis lo que los hace estables y es la razón por la cual a 

estos péptidos antimicrobianos también se les conoce por las siglas CRPs del inglés 

“cysteine-rich peptides” (Wijaya et al., 2000).  

En 1972 se reportó el primer péptido antimicrobiano de origen vegetal y fue una 

purotionina, con una actividad antimicrobiana en contra de Corynebacterium fascians, 

Pseudomonas solanacearum, Corynebacterium, poinsettia (De Caleya et al., 1972). La 

distribución de los péptidos antimicrobianos en las plantas muestra una amplia 

distribución de estas familias y cada de ellas presentan varias funciones, estructuras y 

patrones de expresión, lo que dificulta su clasificación (Noonan et al. 2017 & Prabhu 

et al. 2014). Para la clasificación de los PAMs en las plantas generalmente son 

agrupados en familias de acuerdo con una disposición y residuos de cisteína 

conservados y son nombrados como: tioninas, defensinas, heveína, knotinas, α-

harpininas, proteínas de transferencia de lípidos, snakinas como se muestran en la 

figura 2. 

Figura 2:  Estructuras 3D de PAMS de plantas. En las figuras A-H se representen las hojas β con flechas 

amarillas, las hélices α están representadas en púrpura y los enlaces disulfuro en rojo.  En (A) se muestra la defensina 

de Nicotiana alata (PDB ID: 1MR4). (B) Proteína de transferencia de lípidos proveniente del trigo(PDB ID: 1GH1). 

(C) Heveina de Hevea brasiliensis (PDB ID: 1HEV). (D) Knotina de Echinopsis pachanoi (PDB ID: 2MFS). (E) 

Péptido MiAMP1 de Macadamia integrifolia (PDB ID: 1C01). (F) Snakina-1 de Solanum tuberosum (ID PDB: 

5E5Q). (G) Taumatina Thaumatococcus daniellii (PDB ID: 1RQW). (H) Zeamatina de Zea mays ( (PDB ID: 1DU5). 

Tomado y modificada de: (dos Santos-Silva et al., 2020).   
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2.2 Snakinas 

Las snakinas son un grupo de péptidos antimicrobianos, que se han reportado 

únicamente en plantas y se ha registrado que presentan un amplio espectro cuando son 

utilizados como agentes antimicrobianos (Oliveira-Lima et al., 2017). 

La primera snakina, se documentó en la papa (Solanum tuberosum), y al realizar un 

análisis bioinformático se observó que tenía conservados los motivos de una secuencia 

en común con los venenos de serpiente (snake en inglés) y es por eso que se nombró 

“Snakin-I” (Segura et al,. 1999 ); mientras que su agrupación con el dominio GASA es 

basado en la alta homología de secuencia de aminoácidos en la región C-terminal con 

péptidos de la familia GASA (Gibberellic Acid-Stimulated in Arabidopsis) (Berrocal-

Lobo et al., 2002; Zhang & Wang, 2016). Cardillo, et al., (2020) menciona que las 

snakinas se componen de 70 a 90 aminoácidos y presentan 12 cisteínas y se unen 

formando puentes disulfuro de la forma ver figura 3 Cys1-Cys9, Cys2-Cys7,  Cys3-

Cys4,  Cys5-Cys11,  Cys6-Cys12 y Cys8-Cys10 (Berrocal-Lobo et al., 2002). 

Figura 3: Puentes disulfuro en la Snakin-1 de Solanum tuberosum. Se puede apreciar los posibles puentes 

disulfuro entre las presentes en el péptido. Tomado de Berrocal-Lobo et al., 2002) 

Los genes de la familia GASA/ Snakin codifican proteínas pequeñas en las que se 

pueden definir tres dominios distintos: (1) un péptido señal putativo de 18 a 29 

residuos, (2) una región variable en la composición de aminoácidos como en la longitud 

de la secuencia y (3) una región C-terminal de aproximadamente 60 aminoácidos que 

contiene 12 residuos de cisteína en posiciones conservadas denominado dominio 

GASA ver figura 4 (Mao et al., 2011). 
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Figura 4: Alineamiento de de Snakina-1 y la GASA1. Se puede ver la alineación de la Snakina-1 de Solanum 

tuberosum (Q948ZA), la GASA1 de Arabidopsis thaliana (P46689) los rectangulos indican el péptido señal y las 

líneas punteadas las cisteínas conservadas del C-terminal. Tomada de Uniprot 

 

2.3 Participación de las snakinas en procesos fisiológicos.  

Se sabe que la familia de las GASA/snakinas tienen una importante participación en 

los procesos fisiológicos de las plantas como: la respuesta a estrés biótico o abiótico 

ver figura 5 (Rubinovich et al., 2014). 

Nahirñak et al. (2012) reportó que al silenciar la Snakina-1 de Solanum tuberosum las 

plantas resultaron con altura reducida, hojas con tamaño alterado, forma y alteración 

de la división celular, metabolismo primario de la hoja y composición de la pared 

celular, por lo que se les considera importante para el óptimo desarrollo de las plantas.  

Oliveira-Lima et al., (2017) menciona que las snakinas tienen una importarte 

participación en la regulación hormonal y en las vías de señalización que mantienen la 

homeostasis redox. 

La expresión de las snakinas se ha documentado en diferentes partes de las plantas 

como las raíces (Roxrud et al., 2007), meristemos (Roxrud et al., 2007) el tallo, las 

hojas (Fang et al., 2016), las flores, las semillas, yemas axilares, ápices (Segura et al., 

1999) y frutos (Ando & Grumet, 2010) lo que puede indicar una participación en el 

desarrollo de estas regiones de las plantas. 
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Figura 5: Participación de las snakinas en procesos fisiológicos. Se puede observar que la expresión de los 

péptidos GASA/SNAKINA puede ser regulada en respuesta a diversas señales que tienen como finalidad la 

tolerancia a un tipo de estrés.  Recuperado de Rodríguez-Decuadro, 2018). 

2.4 Actividad antimicrobiana de las snakinas.  

Al igual que el resto de las PAMs, las snakinas tienen un amplio espectro en contra de 

patógenos bacterianos y fúngicos, como lo reporta (Daneshmand et al., 2013) en su 

investigación de una Snakina-Z proveniente de los frutos de Zizyphus jujuba  que 

demostró tener una actividad  contra bacterias y hongos a concentraciones en un rango 

de 8 a 25 mg/mL a ver tabla 1. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1: Concentración mínima inhibitoria de Snakina-Z. Se puede apreciar que las bacterias Gram negativas 

son más sensibles que las bacterias Gram positivas. 

Microorganismo MIC (mg/mL) 

E. coli 13.6 

Klebsiella pneumoniae 14.1 

B. subtilis 24.2 

S. aureus 28.8 

A niger 9.3 

C. albicans 8.23 

P. azadirachtae 7.65 

P. ultimum 8.36 
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Poco se sabe aún sobre de su mecanismo de acción de los péptidos antimicrobianos 

(Rodríguez-Decuadro, 2018), se cree que al igual que los demás péptidos 

antimicrobianos las snakinas generan daño de membrana, debido a que su carga 

positiva y tamaño les permite insertarse en los lípidos de las membranas de los 

microorganismos y por interacciones electrostáticas genera poros y se explica en tres 

modelos ver figura 6: Modelo barril, modelo toroidal y modelo carpeta (Luo & Song, 

2021).  

 

 

Figura 6: Mecanismos de acción de Snakinas con las membranas plasmáticas. A) Modelo de barril: la snakina 

se orienta perpendicularmente en la membrana formando canales hidrofílicos; B) Modelo carpeta: el péptido se 

orienta hacia el núcleo hidrofóbico causando micelas y colapsando la membrana; c) Modelo toroidal: el PAMs hace 

complejo con los fosfolípidos causando una ruptura de membrana. 
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2.5 Clasificación y estructura de las Snakinas 

Las snakinas se pueden clasifican en tres subfamilias, numeradas del I al III, esto de 

acuerdo con la alineación de los aminoácidos de su secuencia (Porto & Franco, 2013). 

Los nombres de la clasificación fueron asignados a partir del descubrimiento de estos 

PAMS y la primera snakina aislada de fue nombrada Snakin-I y por consecuente el 

segundo péptido con las mismas características aislada en la papa (Solanum tuberosum) 

fue Snakin-II (Kuddus et al., 2016). 

La Snakina I y la Snakina II son los únicos miembros purificados, mientras que la 

subfamilia III no ha sido aislada de Solanum tuberosum. Hasta 2016 no había un 

modelo de la familia de las snakinas por lo que se utiliza de referencia un modelado 

computacional que muestra la estructura tridimensional del péptido SN-I (figura 7), 

hasta que Yeung et al., (2016) determinó la primera estructura de la superfamilia 

GASA/snakina, mediante síntesis química total y cristalografía de rayos X de la 

proteína (figura 8). 

 

Figura 7: Estructura 3D de Snakin-1 de Solanum tuberosum. Estructura de la primara Snakina reportada en 1999 

por Segura et al,. Tomado de UnitProt (Q948Z4).   
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Figura 8: Estructura 3D de la familia de las Snakinas. Primer reporte de la estructura obtenida por Yeung et al. 

en el 2016 

2.6 Snakinas en Phaseolus vulgaris 

Bindschedler et al., (2006) reporta un péptido proveniente de P. vulgaris de 6.8 kDa 

formado por 64 amionoácidos y que contenía 12 cisteinas; una característica 

compartida y conservada dentro de las este snakinas, posteriormente realizo un blatsP 

ver figura 9, donde se comprobó la similitud que tiene con snakin-2 de Solanum 

tuberosum. 

Figura 9: Alineación de la secuencia de aminoácidos del péptido proveniente del frijol con la de Snakin-2 de 

la papa. Se puede apreciar que el péptido proveniente del frijol tiene una identidad del 85 % con la snakina-2, 

Tomada y modificada (Bindschedler et al., 2006). 

Vergara García (2023) realizó una búsqueda de las secuencias putativas de las snakinas 

en el genoma de Phaseolus vulgaris, donde localizó 25 secuencias ver tabla 2,  similares 

a Snakina-1 de Solanum tuberosum; además un análisis del transcriptoma  del frijol 

reportado por O’Rourke et al. (2014), se buscaron estas secuencias para determinar si 

presentaban una expresión diferencial en el proceso de nodulación y se encontró una 
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secuencia la cual se nombró “Snakina 25” y fue clonada en un vector pENTRD ver 

figura 10. 

Tabla 2: Familia de las  snakinas en Phaseolus vulgaris Recuperado de: Vergara García (2023). 

  

Figura 10: Mapa de la construcción del plásmido pENTRD-SNAKINA25. Se puede apreciar la secuencia 

codificante de la snakina en color guinda y el 3UTR en gris.   
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2.7 Phaseolus vulgaris 

El frijol común pertenece a la familia Fabacea, subfamilia Papilionoideae, tribu 

Phaseolae, y especie Phaseolus vulgaris (Lara-Flores, 2015) es la leguminosa más 

importante para el consumo humano a nivel mundial y una importante fuente de 

proteína vegetal, minerales, antioxidantes y compuestos bioactivos. 

Lara-Flores (2015) menciona que en México se cultivan cerca de 70 variedades de frijol 

que se distribuyen en siete grupos: negros, amarillos, blancos, morados, bayos, pintos 

y moteados. Las variedades de mayor consumo son: azufrado, mayocoba, negro 

jamapa, peruano, flor de mayo y junio. 

El 74% de la siembra total de frijol en México se realiza en los siguientes estados: 

Zacatecas, Durango, Chiapas, Chihuahua, Sinaloa y San Luis Potosí. (Lara-Flores, 

2015). 

El frijol tiene la capacidad de asociarse con Rhizobium, donde las bacterias provocan 

la formación de nódulos en la raíz, o en ocasiones en el tallo, órganos de la planta 

dedicados a la fijación y asimilación de nitrógeno, el cual constituye la fuente de 

nitrógeno que permite el crecimiento de la planta. (Masson-Boivin et al., 2009). 

Los estreses bióticos que afectan al frijol común incluyen numerosas enfermedades 

bacterianas, fúngicas y virales y varias plagas de insectos y nematodos, y los estreses 

abióticos incluyen sequía, calor, frío y deficiencias o toxicidades de nutrientes del suelo 

(Assefa et al., 2019). 
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III. MATERIALES Y METODOS  

3.1 Localización del sitio experimental  

El presente trabajo se llevó a cabo en el Laboratorio de Bioingeniería y Biología 

Computacional perteneciente a la Universidad Autónoma Agraria Antonio Narro. 

Localizado en la ciudad de Saltillo, Coahuila de Zaragoza. Con una latitud de 25º 35’ 

19.95’’ N, longitud de 101º 1’ 53.06” O.  

 

3.2 Extracción del plásmido (pENTRD-Snakina25) 

El plásmido se purificó mediante el kit de extracción de plásmidos FavorPrep™ de 

Favor Gen™ utilizando el protocolo que otorgó la empresa. Se transfirieron 5 mL del 

cultivo (E.coli que porta el vector pENTRD snakina25)  y se centrifugó por 1 minuto 

a 10,000 xg, desechó el sobrenadante para obtener el pellet de las células y se agregó 

200 μL de FAPD1 Buffer para resuspender con ayuda de una pipeta, posteriormente se 

añadió 200 µL de FAPD2 Buffer y hacer de 5 ~10 inversiones del tubo Eppendorf® y 

se incubó de 2 a 5 minutos en temperatura ambiente,  se agregaron 300 µL de FAPD3 

Buffer e invertir el tubo de 5 ~ 10 veces para neutralizar y centrifugar a máxima 

velocidad (~ 10,000 xg), el sobrenadante fue transferido a una columna FAPD, se 

centrifugó a 10,000 xg durante 30 s, Se añadieron 400 µL del Buffer WP a la columna 

FAPD y se centrifugó a 10,000 xg por 30 s. Consecutivamente, se añadieron 500 µL 

de Buffer de lavado a la columna FAPD, y se centrifugó a 10,000 xg, por 30 s.  se 

rescató el sobrenadante y luego se centrifugó a   10,000 xg, durante 3 min. Se recolectó 

el contenido en un tubo nuevo agregando 500 µL del WF Buffer al centro de la 

membrana de la columna FAPD. Se dejó reposar la columna durante 1 min con 100µL. 

Por último, se centrifugó a máxima velocidad, durante 1 min para la elución del ADN 

plasmídico, y se almacenó a -20 ° C. 
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3.3 Protocolo para transformación de E. coli Top 10 

Se realizo la transformación de células de E. coli quimiocompetentes para replicar el 

plásmido pH7WG2tdT, siguiendo el protocolo que a continuación se muestra: 

● Se centrifugó el tubo con el contenía el producto del plásmido, y se tomaron 2 

μL de este y se pasaron a tubos eppendorf de 1.5 mL, estos tubos fueron puestos 

en hielo durante 30 min.  

● Al transcurrir el tiempo marcado, los tubos fueron puestos durante 45 segundos 

en baño maría a 42 °C (sin agitar) e inmediatamente se colocaron en hielo 

durante 5 minutos.  

● Al pasar los 5 minutos, se añadieron 250 μL de medio LB a cada tubo. Fueron 

asegurados con cinta adhesiva para ser colocados en una incubadora con 

agitación a 225 rpm a 37 ° C durante 1 hora.  

● Por último, el contenido del tubo de transformación se extendió sobre Placas de 

Petri con medio LB con kanamicina a100ng/µL con la ayuda de perlas de vidrio 

estériles y se incubó a 37° C. Transcurridas 24 horas las colonias resultantes 

fueron transferidas a una nueva placa de medio LB con espectinomicina a 

100ng/µL.  

Figura 11: Mapa del plásmido pH7WG2TdT. Que se recombinará con el pENTRD-Snakina25 generado por 

Vergara García (2023) 
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3.4 Recombinación entre el vector PENTRD-Snakina25 y el 

pH7WG2tdT 

La recombinación del vector pENTRD-SNAKINA25 con el vector binario de 

sobreexpresión pH7WG2tdT (figura 11) se realizó con la enzima LR Clonase 

(Invitrogen™), utilizando el protocolo que otorgó la empresa. En un tubo de 1.5 mL se 

colocaron 100ng/µL del vector pENTRD-SNAKINA25 y 100ng/µL del vector 

pH7WG2tdT, con 6 µL del tampón TE que tiene un pH 8; Posteriormente se adicionan 

2 µL de la LR clonasa que previamente fue descongelada en hielo y agitado en vortex. 

La mezcla de reacción se dejó incubar por 1 hora a 25ºC, terminada la incubación se le 

agregaron 1 µL de proteinasa K por 10min a 37ºC. 

 

3.5 Transformación de A. rhizogenes 

1. A partir de la reacción de LR entre el vector pENTRD-Snakina25 y el pH7WG2tdT 

se tomaron 8 µL de la reacción y se colocaron en un tubo Eppendorf 1.5mL, 

posteriormente se puso a incubar por 5 minutos en hielo. 

2. Pasando el tiempo indicado se agregaron los 8 µL a las de células quimio-

competentes de A. rhizogenes (K599) y se incubaron en hielo por 30 minutos. 

3. Después del tiempo de incubación se sumerge el tubo Eppendorf en agua a 42ºC por 

1 minuto para generar un choque térmico, y transcurrido el minuto en el agua se 

regresa al hielo. 

4.  Seguido se le agregan 600µL de medio LB y se incuba por 1 hora en a 30ºC a en 

una agitación 80rpm.  

5. Al término de la incubación se toman 100 de las células y se asperjan utilizando 

perlas de vidrio estéril en una placa Petri con medio solido LB con kanamicina 

a100ng/µL y se dejan incubar a 30ºC por 24hr . 
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3.6 Selección de colonias de clonas que portan el PH7WG2tdT-

Snakina25 por PCR  

Las posibles colonias positivas se analizaron por PCR en colonia. Las colonias a 

analizar se resuspendieron en 100µL de agua destilada estéril en un tubo eppendorf y 

se lisaron por choque térmico 10 min a 98ºC y posteriormente 1 min a 24ºC; el lisado 

celular se centrifugó a 10,000 xg durante 5 min y se tomaron 8µL del sobrenadante 

para utilizarlo como molde en la mezcla de la reacción de PCR (tabla 3) en un volumen 

de 20µL. Las condiciones para la PCR fueron las siguientes: un ciclo de  inicial de 

95ºC durante 2 minuto, seguidos de 35 ciclos de desnaturalización a 95ºC por 30 

segundos, de alineamiento a 60ºC 20 segundos, de extensión a 72ºC 2 min y de 

extensión final a 72ºC por 30 segundos. Como molde del control positivo se utilizó el 

fragmento purificado o el DNA plasmídico según fuera el caso y como control negativo 

no se colocó molde al tubo de la reacción correspondiente. El producto de PCR se 

corrió en un gel de agarosa al 1.2% con GelRed en buffer TAE (Tris-acetato- EDTA) 

a 80 volts durante 30 min y la imagen se adquirió en un transiluminador con luz UV y 

la imagen se digitalizo con el programa ImagenJ ver 1.53. 

 

Reactivo Volumen (µL) 

Master Mix 10 

Forward (Fw) 1 

Reverse (Rv) 1 

cDNA 1 

H2O 7 

Tabla 3: Mezcla de reactivos para PCR 

Tabla 4: Características de los primers diseñados por Vergara García (2023) 

Primer Nombre Secuencia 
TM 

(°C) 

GC 

(%) 

Fw RNAi CACCGAGGACCCAAATGCCCTTGAA 56 56 

Rv 4810 GAGAGGACTCCGGTATTTTTACAACAAT 58 39 
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3.7 Transformación de Phaseolus vulgaris 

Para la transformación de Phaseolus vulgaris se utilizó el protocolo planteado por el 

Instituto de Biotecnología de la UNAM (Estrada et al.,2007) realizándole algunas 

modificaciones de acuerdo con las observaciones que se vieron durante la 

experimentación. 

 

Lavado de las semillas 

1. Se colocaron entre 100 y 150 semillas en un matraz y se enjuagan dos veces 

con 100 mL de agua estéril.  

2. Posteriormente se agregan 100 mL de hipoclorito de sodio a 20% y se dejó en 

reposo por 5 minutos  

3. Pasados los 5 minutos se descarta el hipoclorito de sodio y se enjuagar cuatro 

veces con agua estéril. 

 

Germinación de las semillas  

1. La germinación se lleva a cabo en una charola de acero inoxidable, a la que 

se le coloca previamente coloca papel secante al interior y se cubre con 

aluminio, para posteriormente esterilizarla en autoclave. 

2. Ya teniendo la charola estéril esta se lleva a la campana de flujo laminar 

donde se le retira el aluminio y se agrega agua estéril al papel, para que sirva 

de cama a las semillas. 

3. Consecutivamente se colocan los frijoles con las pinzas estériles 

intercalándolos entre filas como se muestra en la figura 9. 

4. Finalmente se cubren con el mismo aluminio estéril y se incuban de 2-3 días 

en oscuridad con una temperatura de entre 25 y 28°C. 



 

 

 

27 

 

 

Figura 12.  Método de germinación de semillas de P. vulgaris. a) charola estéril donde se germinarán las semillas; 

b) Semillas después de 3 días incubación ya germinadas  

 

Infección del frijol con A. rhizogenes que porta la construcción 

pH7WG2tdT-Snakina25 

1. Previamente a la germinación de los frijoles (P. vulgaris), las clonas de A. 

rhizogenes K599 son sembradas en cajas Petri con medio LB y agar, 

adicionado con espectinomicina a 50 ug/mL. 

2. Primero se hace una solución nutritiva de Fahraeus médium (Fahraeus, 

1957) con agua estéril y sales (Tabla5). 

3. Posteriormente, se toman tubos falcón de 15 mL y se les hace una tapa de 

aluminio con dos orificios; estos tubos a su vez se colocan dentro de los 

tubos de ensayo de 100 mL y se esterilizan en autoclave.  

4. Después se llena hasta la mitad el tubo de ensaye con el medio, que servirá 

para que proporcione la humedad necesaria y permita crear un 

microambiente; el tubo Falcon se llenará por completo a través de los 

orificios pequeños y servirá como fuente de agua y sales a la semilla.  
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5. Con la semilla ya germinada, con una raíz de 1 cm se realizarán heridas 

pequeñas en la raíz lo más cercano posible a los cotiledones como se 

ejemplifica en la figura 10.  

6. Después con ayuda de una punta estéril se agrega una capa del inoculo en 

la zona en la que se realizó la herida. 

7. Una vez teniendo el frijol infectado con la bacteria se coloca en la tapa de 

aluminio del tubo Falcon pasando la raíz en uno de los orificios 

asegurándose que tenga contacto con el medio. 

8. Finalmente se coloca la tapa del tubo grande y se llevan a incubar hasta que 

se observe a formación de callo en la zona de la herida (el cual debe de 

desarrollarse en los 7 días posteriores a la infección). 

 

Tabla 5: Sales del medio Fahraeus para 1L de solución madre 

 

 Componente Concentración 

mg/ml 

CaCl2.2H2O 114 

MgSO4.7H2O 120 

Citrato Férrico 5 

KH2PO4 100 

Na2HPO4 150 

KCl 3,73 

H3BO3 1,55 

MnSO4.H2O 0,85 

CuSO4.5H2O 0,13 

ZnSO4.7H2O 0,58 

Na2MoO4.2H2O 0.018 
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Figura 13.  Método de infección de Phaseolus vulgaris con A. rhizogenes.  a)Selección de la semilla 

con tres días de germinación y con raíz mayor a 1cm; b) realización de herida cerca del cotiledón; c) 

infección en la herida con A. rhizogene;s d) acomodo del frijol en los tubos para incubación 
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IV. RESULTADOS 

4.1 Extracción del plásmido (pENTRD-Snakina25) 

Para la realizar de la reacción de recombinación fue necesario partir de un DNA 

plasmídico fresco, el cual se extrajo a partir de la clona que fue secuenciada y se le 

realizo una PCR como se describe en el trabajo de Vergara García (2023) obteniendo 

en la electroforesis fragmentos de DNA con el tamaño reportado (Figura 13) 

                                          Control -                 Control +             muestra              Marcador 1kb              

Figura 14: Corrimiento Electroforético en gel de agarosa de la PCR a partir del plásmido pENTRD-

Snakina25; en el carril uno encontramos el Control(-), en el carril 2 se usó de Control(+) una secuencia conocida 

de aprox. el mismo tamaño que el plásmido, en el carril tres y cuatro los productos muestras del ADN plasmídico 

extraído y en el carril cinco un marcador molecular. 

 

4.2 Transformación y selección de A. rhizogenes con el producto de la 

recombinación 

Del producto de la recombinación entre el vector pENTRD-snakina25 y el binario 

pH7WG2tdT se obtuvieron varias clonas de A. rhizogenes (K599), las clonas fueron 

nombradas y numeradas con la nomenclatura C#, de estas clonas se les realizo una PCR 

en colonia cómo método de selección, siguiendo el protocolo ya descrito anteriormente 

542 

pb 
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y se realizó una electroforesis para comprobar que las clonas portadoras del plásmido 

(figura 15). 

 

 

Figura 15: Corrimiento electroforético de los productos de PCR en colonia. Comprobación de portación del 

plásmido PH7WG2TDT-Snakina25 en las colonias obtenidas; en el carril uno encontramos el control-, en los 

carriles del dos al diez encontramos la clonas seleccionadas y en el último carril un marcador molecular de 1Kb. 

 

4.3 Transformación de P. vulgaris con A. rhizogenes que porta la 

construcción pH7WG2tdT-Snakina25 

La desinfección, germinación y transformación de P. vulgaris se siguió la metodología 

del Instituto de Biotecnología de la UNAM publicado por Estrada et al. (2007). Se 

realizaron 3 experimentos buscando la clona que presentara una buena eficiencia de 

transformación, de las clonas probadas hasta el momento no se han podido obtener 

“hairy roots”, solo la formación de callos sin aparecimiento de raíces en ellos (Tabla 

6), por lo que se decidió utilizar el sistema de fluorescencia en los callos que generaron 

las clonas C25 y C8 para determinar la presencia del T-DNA. Lo que se observo fue 

que los callos de las plantas si presentaban la fluorescencia (figura 16 y figura 17), lo 

que indica que la planta sí esta transformada y siguiere que la secuencia de la snakina25 

Control-    C28      c31         C32       c26        c33        c21      C30      C5   Marcador 
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al estar bajo el control de un promotor constitutivo puede intervenir con la generación 

de las raíces transgénicas. 

Tabla 6: Resultados de los experimentos realizados. 

 

Figura 16: Callo visto por estereoscopio. Se utilizó con luz blanca y con el sistema de fluorescencia, se puede 

observar que la plana si esta transformada debido a que la fluorescencia indica la existencia del transgén reportero 

tdT en el callo. a) C8 bajo luz blanca, b) C8 con sistema de fluorescencia c)C25 con luz blanca d) C25 con 

fluorecencia. 

 

a b 

c d 
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V. CONCLUSIONES  

 

Se logro realizar la recombinación entre el vector de entrada y el vector binario de 

plantas. Además, obtener la construcción final pH7WG2tdT-Snakina25 en los A. 

rhizogenes. Hasta el momento se han probado diez clonas de las cuales no se ha 

logrado la generación de las rices transgénicas y aunque los callos generados 

indican por fluorescencia la presencia del T-DNA no se ha logrado encontrar una 

clona con los requerimientos necesarios, debido a esto se siguiere aumentar el 

número clonas probadas y un cambio a transformación en alguna otra planta como 

puede ser Nicotiana benthamiana.   
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