
 

Programa de Estudios de Posgrado 
 

 

 

 

 

 
 

TESIS 
Que para obtener el grado de 

 
 
 

Maestro en Ciencias 
 
 

Uso, Manejo y Preservación de los Recursos Naturales 
 

 

 

 

P r e s e n t a 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

( Orientación Agricultura Sustentable ) 

 EXPRESIÓN E INMUNOREACTIVIDAD DE LOS 
ANTÍGENOS MAP1609C Y MAP0586C DE 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

PRODUCIDOS EN ALFALFA (Medicago sativa L.) 

La Paz, Baja California Sur, Junio de 2014 

CRISTHIAN FRANCISCO SÁNDEZ ROBLEDO 



 



 
 

Resumen. 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es el agente epidemiológico de la 
Paratuberculosis; una enfermedad crónica gastrointestinal en rumiantes. Los antígenos 
recombinantes MAP1609c y MAP0586c han demostrado inmunoprotección en el modelo 
murino frente a un reto infeccioso experimental con MAP. Se ha sugerido el desarrollo de 
vacunas orales basadas en antígenos recombinantes producidas en plantas como una 
alternativa potencial para el control enfermedades infecciosas. Con base a lo anterior se 
formuló la hipótesis: si los antígenos  MAP1609c y MAP9586c de MAP son expresados 
correctamente, su inmunoreactividad podrá ser evaluada utilizando anticuerpos de animales 
infectados naturalmente. El objetivo de este trabajo fue analizar la producción e 
inmunoreactividad de los antígenos MAP1609c y MAP0586c en alfalfa. Los embriones de 
plantas transgénicas fueron individualizados y analizados mediante un bioensayo de 
generación de callo y PCR de punto final, estableciéndose 50 líneas con el gen MAP0586c 
y 24 líneas con el gen MAP1609c. La expresión de antígenos recombinantes en alfalfa se 
analizó utilizando anticuerpos de animales infectados naturalmente con MAP siendo la 
línea 20 (MAP1609c) y 41 (MAP0586c), las de mayor expresión. La inmunoreactividad de 
extractos proteicos de las líneas 20 y 41 de alfalfa se analizó con 35 sueros distintos de 
animales infectados naturalmente observando diferencias en los títulos de anticuerpos 
mediante ELISA indirecta. Se expresaron los antígenos en Escherichia coli y fueron 
analizados mediante Western blot y ELISA indirecta utilizando anticuerpos específicos 
producidos en ratón mediante inmunización con ADNp. Se observaron diferencias 
significativas frente a extractos proteicos de E. coli entre los grupos de ratones 
inmunizados, siendo el grupo inmunizado con el gen MAP1609c el de mayor producción 
de anticuerpos específicos. Los datos obtenidos se analizaron mediante Análisis de 
Varianza de Rangos Kruskal-Wallis de una vía, ANOVA de una o dos vías dependiendo 
del experimento. Las proteínas recombinantes expresadas en alfalfa fueron reconocidas por 
anticuerpos de animales infectados naturalmente, siendo la línea 41 y 20  las de mayor 
expresión. Los antígenos recombinantes expresados en E. coli fueron reconocidos por 
anticuerpos de animales infectados naturalmente, así como por anticuerpos de animales 
inmunizados. Los ratones inmunizados con el gen MAP1609c generaron una respuesta 
inmune de tipo Th2 (humoral) mientras que los ratones inmunizados con el gen MAP0586c 
pudieron haber generado una respuesta Th1 (celular). 
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Abstract. 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) is the epidemiological agent of 

Paratuberculosis; a chronic ruminant gastrointestinal disease. Recombinant antigens 

MAP1609c and MAP0586c have conferred protection in the mouse model against an 

infectious challenge with MAP. Moreover, it has been suggested the development of edible 

vaccines based in recombinant antigens produced in plants as a potential alternative for 

control of infectious diseases. Based on the above hypothesis was formulated: if antigens 

MAP1609c and MAP0586c of MAP are expressed correctly, its immunoreactivity could be 

assessed using antibodies from naturally infected animals. The objective of this study was 

to analyze the production and immunoreactivity of recombinant antigens MAP1609c and 

MAP0586c in Alfalfa. Transgenic plant embryos were individualized and analyzed through 

a callus generating bioassay and PCR, and 50 and 24 plant lines with genes MAP0586c and 

MAP1609c, respectively, were established. Recombinant antigen expression was analyzed 

using antibodies from MAP naturally infected animals, lines 20 (MAP1609c) and 41 

(MAP0586c) showed the highest expression. Immunoreactivity of alfalfa proteic extracts of 

lines 20 and 41 was analyzed using 35 different sera from naturally infected animals and 

antigen recognition was observed as well as differences in antibodies titles in sera in 

ELISA test. Antigens were expressed in Escherichia coli and then analyzed through 

Western blot and indirect ELISA using specific antibodies produced in pDNA immunized 

mice. Significative differences between immunized mice groups were observed using E. 

coli extracts, and MAP1609c immunized group showed the highest specific antibody 

production. Data was analyzed through one way Kruskal-Wallis Analysis of Variance of 

Ranks, and one or two way ANOVA, depending on the experiment. As conclusions, 

recombinant proteins expressed in alfalfa were recognized by naturally infected animals, 

and lines 41 and 20 showed the highest expression. Recombinant antigens expressed in E. 

coli were recognized by naturally infected and immunized animals antibodies. MAP1609c 

immunized mice developed a Th2 immune response (humoral) while MAP0586c 

immunized mice could have developed a Th2 immune response (cellular). 
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1. INTRODUCCIÓN. 

1.1 EL GÉNERO Mycobacterium. 

1.1.1 Generalidades. 

El género Mycobacterium se compone de un número de bacterias aeróbicas Gram positivas 

y es el único miembro de la familia Mycobacteriaceae dentro del orden de los 

Actinomicetales (Saviola y Bishai, 2006). El género además comparte un inusual alto 

contenido genómico de G+C (62-70%) (Saviola y Bishai, 2006). Las micobacterias se han 

clasificado convencionalmente en 4 o 5 grupos taxonómicamente amplios en base a los 

siguientes criterios generales: patogenicidad para humanos y animales, velocidad de 

crecimiento a temperaturas óptimas, y el efecto de la luz visible en la producción de 

pigmentos (Good, 1985; Runyon, 1974; Timpe y Runyon, 1954). Estos microoorganismos 

poseen forma de bastoncillo de aproximadamente 0.2-0.6 x 1.0-10 μm (Hartmans et al, 

2006) y pueden ser teñidas mediante técnicas de ácido-alcohol; una mezcla del colorante 

fucsina con fenol (tinción Ziehl-Nielsen). Esta característica se debe a la presencia de 

lípidos llamados ácidos micólicos, los cuales se encuentran únicamente en las especies del 

género Mycobacterium. La envoltura está compuesta de una variedad de proteínas solubles, 

carbohidratos y lípidos y básicamente 3 componentes macromoleculares insolubles: 

arabinogalactano, peptidoglicano y ácido micólico (Fig. 1) (McNeil y Brennan, 1991). Los 

ácidos micólicos son un grupo complejo de lípidos hidroxilados de cadena ramificada 

conjugados covalentemente al peptidoglicano de la pared celular; confiriéndole una 

consistencia cerosa e hidrofóbica. Juntas, estas macromoléculas insolubles constituyen la 

cubierta de micolilarabinogalactanopeptidoglicano de la pared celular, uno de los dos 

lipopolisacáridos comunes de las micobacterias. Además, todas las micobacterias poseen 

un segundo lipopolisacárido como componente de su pared celular: lipoarabinomanano 

(Inderlied et al., 1993). Esta envoltura compleja hidrofóbica no permite una tinción rápida 

(como la tinción Gram) con colorantes de anilina, es debido a esto que se consideran Gram 

positivas. 
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Figura 1. Representación esquemática de la pared celular micobacteriana, tomado de McNeil y Brennan, 

1991. 

 

El número de especies Mycobacterium se ha incrementado en 40 desde 1980 (Skerman et 

al., 1980) a 110 en 2004. La descripción de nuevas especies ha sido paralela al 

descubrimiento de métodos moleculares y por el reconocimiento de que las especies de 

lento crecimiento son clínicamente importantes, y las de rápido crecimiento son 

ecológicamente importantes. La alta relación entre las cepas de micobacterias y el 

descubrimiento de una única copia del operon rrn, que le da microheterogeneidad a las 

secuencias, convirtió al gen 16S rRNA como un blanco ideal para la diferenciación entre 

cepas (De Smet et al., 1996; Holdberg-Petersen et al., 1999). Para aquel taxa de 

micobacterias el cual no puede ser diferenciado en base a su secuencia genética 16S rRNA, 

se han utilizado otros genes, tales como gyrB (Kasai et al., 2000; Niemann et al., 2000), 

hsp65 (Devallois et al., 1997; Ringuet et al., 1999) y espaciadores intraespecíficos (De 

Smet et al., 1995; Roth et al., 2000b). 

 

La mayoría de las 50 especies que comprenden al género Mycobacterium son bacterias 

ambientales no patogénicas relacionadas a las bacterias de suelo Streptomyces y 

Actinomyces. Sin embargo, existen algunas especies las cuales son patógenas exitosas como 
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Mycobacterium tuberculosis, M. lepreae y M. ulcerans, los agentes causantes de la 

tuberculosis, lepra y la úlcera de Buruli, respectivamente. La clave de su patogenicidad 

radica, en parte, a su habilidad para establecerse y proliferar dentro de los macrófagos del 

hospedero a pesar de las propiedades antimicrobianas de estas células (Dannenberg, 1993; 

Ernst, 1998). Las Micobacterias son hasta cierto punto pleomórficas y pueden desarrollar 

ramificaciones e incluso crecimiento filamentoso. Sin embargo, en contraste con los 

filamentos de los actinomicetos, los filamentos de las micobacterias se fragmentan incluso 

con la más pequeña perturbación y los verdaderos micelios no se forman. En general, las 

micobacterias pueden separarse en dos grandes grupos: crecimiento lento y crecimiento 

rápido. 

Al cultivarse micobacterias en un medio sólido, estas forman colonias compactas y rugosas. 

Esta morfología de colonia es probablemente debido al alto contenido de lípidos y a la 

naturaleza hidrofóbica de su superficie celular, lo que facilita que estas células se peguen 

una con otra. En su mayoría, las micobacterias requieren de nutrientes simples para su 

crecimiento. La mayoría de las especies puede crecer aerobicamente en un medio salado 

mineral simple con amonio como fuente de nitrógeno y glicerol o acetato como única 

fuente de carbono y donador de electrón. 

 

 

Figura 2 . Morfología característica de colonia de mycobacterias. 

 (a) Mycobacterium tuberculosis, con apariencia compacta y rugosa, la colonia es aproximadamente de 7 mm 

de diámetro. (b) Una colonia de M. tuberculosis en etapa temprana, mostrando el crecimiento característico 

con forma de cuerda. (c) Colonias de Mycobacterium avium de un cultivo aislado como un patógeno 

oportunista de un paciente con SIDA. Tómado de Brock, Biology of Microorganisms, 13ª Ed. 2012. 

 

a)                                               b)  

c) 
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Las micobacterias han sido aisladas de un diverso arreglo de ambientes incluyendo material 

de origen mamífero y no mamífero, como por ejemplo agua dulce y salada, suelo, y polvo. 

Algunas especies no patogénicas saprófitas pueden también aparecer como patógenos 

oportunistas. Aunque muchas micobacterias han sido aisladas de muestras ambientales, 

esto no necesariamente significa que esas cepas crezcan bajo esas condiciones ya que se 

necesita que sean capaces de multiplicarse. Al no poseer la propiedad de multiplicarse 

activamente se les considera contaminantes, y la discriminación entre estas dos 

posibilidades es muy difícil debido a que las oportunidades de aislar micobacterias 

“contaminantes” son altas. Lo anterior  resulta de la habilidad de las micobacterias para 

sobrevivir por periodos muy largos de tiempo bajo condiciones sin crecimiento. M. avium 

subsp. paratuberculosis, por ejemplo, ha sido reportado que puede sobrevivir durante 252 

días en una mezcla de agua-suelo (Kazda, 1983).  

 

Kazda (1983) clasificó a las micobacterias en cuatro grupos en base a sus propiedades 

ecológicas relevantes. Diferenció patogénos obligados, patogénos facultativos, 

potencialmente patogénos y especies saprofíticas. Dentro del grupo de patogénos 

obligados, los cuales se presume que no pueden multiplicarse fuera de seres vivos, se 

encuentran las especies M. tuberculosis, M. bovis, M. africanus, M. asiaticus, M. 

malmoense, M. microti, M. simiae, M. szulgai y M. haemophilum. Algunos ejemplos de los 

patogénos facultativos son M. avium, M. chelonae, M. fortuitum, M. intracellulare, M. 

kansasii, M. marinum, M. senegalense, M. scrofulaceum y M. xenopi (Kazda, 1983). Estas 

especies pueden crecer en diferentes biotopos naturales sin perder sus propiedades 

patogénicas (Tsukamura, 1984). M. lepreae, M. paratuberculosis y M. ulcerans fueron 

asignados al grupo de patogénos facultativos ya que su incidencia en biotopos naturales no 

ha sido investigada a detalle. Las micobacterias saprofíticas incluyen entre otras a las 

especies de lento crecimiento M. gordonae, M. nonchromogenicum, M. triviale, M. terrae y 

M. gastri. Los grupos saprofítico y potencialmente patogénico se encuentran en muchos 

ambientes y solo ocurren ocasionalmente como flora de acompañamiento en procesos 

patogénicidad.  
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1.1.2 El complejo MAC. 

Las micobacterias incluidas en el complejo MAC (Mycobacterium avium complex en 

inglés) se clasifican como ácido-alcohol resistentes, bacilos de lento crecimiento que 

pueden producir una pigmentación amarilla en ausencia de luz (la exposición a la luz a 

menudo intensifica la producción de pigmentación). El complejo MAC está compuesto de 

patógenos oportunistas capaces de causar enfermedad tanto en animales (Thoen et al., 

1981) como en humanos (Iseman et al., 1985; Young et al., 1986). EL MAC es un 

complejo serológico de 28 serovares de 2 especies, M. avium y M. intracellulare, el cual 

algunas veces se extiende con 3 serovares adicionales de una tercer especie, M. 

scrofulaceum. Por lo anterior, la literatura de micobacterias se refiere al complejo como: 

Complejo M. avium-M. intracellulare o el complejo intermedio M. avium-M. 

intracellulare-M. scrofulaceum (Wayne et al., 1992). La distinción entre M. avium y M. 

silvaticum fue establecida por Thorel (1990) y se propusieron 3 subespecies de M. avium en 

base a sus propiedades fenotípicas y estudios de ácidos nucléicos: M. avium subsp. avium, 

M. avium subsp. paratuberculosis, M. avium subsp. silvaticum y M. avium subsp. 

hominissuis (Mijs et al., 2002). Investigaciones más recientes han propuesto la integración 

de M. chimmerae (Tortoli et al., 2004) y M. colombiense (Murcia et al., 2006) dentro del 

complejo. 

 

Tal vez una de las características más importantes del complejo MAC es la ocurrencia de 

variaciones de tipos de colonia. Se han descrito 3 variantes de colonia: (1) liso, opaco y 

abovedado; (2) liso, transparente y plano y (3) rugoso (Inderlied et al., 1993). Se ha 

reportado que las variantes de colonia translúcidas son más resistentes a agentes 

antimicrobianos (Rastogi et al., 1981; Saito y Tomioka, 1988; Woodley y David, 1976), y 

hay evidencia basada tanto en estudios en macrófagos como en animales de que estas 

variantes son más virulentas (Crowle et al., 1986; Meylan et al., 1990; Rulong et al., 1991; 

Schaefer et al., 1970). Stormer y Falkinham (1989) aislaron variantes de colonia sin 

pigmentación de fuentes ambientales y de material clínico de pacientes con SIDA y 

demostraron que estas variantes eran significativamente más resistentes a agentes 

antimicrobianos que segregados con pigmentación de las mismas cepas. Además, los 
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segregados pigmentados crecían más rápidamente en medio con agar, dejando la 

incertidumbre de pasar por alto las variantes sin pigmentación al seleccionar colonias para 

pruebas de susceptibilidad. Woodley y David (1976) demostraron que la velocidad de la 

transición transparente a opaco era dependiente de la temperatura y que no es una 

consecuencia de mutación. Años después, Thorel y David (1984) demostraron que hay 

diferencias significativas en la expresión de antígenos de superficie celular entre los 

variantes de colonia transparentes y opacos; sin embargo, tales diferencias específicas no 

fueron relacionadas a diferencias funcionales como resistencia antimicrobiana o 

patogenicidad.  

 

Mientras que los humanos son altamente susceptibles a la infección por M. tuberculosis y 

M. lepreae, la mayoría de las personas que están expuestas a estas bacterias nunca 

desarrollan la enfermedad clínica, lo cual indica que el sistema inmune normal puede 

controlar estos microorganismos (Chester y Winn, 1986; Wolinsky, 1984). Esta 

observación se aplica en mayor medida a la exposición de los organismos de MAC, ya que, 

a pesar de evidencia de exposiciones tan altas como un 70%, la incidencia de enfermedad 

clínica es muy baja (<10 casos por 100,000 de población). Aun así, para las personas 

inmunológicamente comprometidas, M. avium parece tener predilección especial por 

infectar y diseminarse en pacientes con VIH. 

 

Las cepas virulentas del complejo MAC pueden invadir y sobrevivir dentro de otras células 

además de fagocitos mononucleares y células epiteliales. Esta habilidad para infectar una 

variedad de tipos celulares puede estar relacionada a la persistencia de infección en el 

hospedero inmunocomprometido. Bermudez (2010) demostró que los organismos del MAC 

pueden infectar y multiplicarse dentro de los fibroblastos y, una vez dentro de ellos, las 

micobacterias se encuentran protegidas contra mecanismos no específicos de eliminación. 

Una vez que los bacilos se encuentran en un ambiente intracelular, la citotoxicidad mediada 

por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase I (MHC-I, por sus siglas en inglés) 

y células NK (Natural Killer) o linfocitos T CD8+ es necesaria para liberar al bacilo de las 

células. A pesar de que es difícil evaluar la importancia total de la habilidad de MAC para 
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infectar fagocitos “no específicos”, es posible que una respuesta citotóxica deteriorada 

profundamente, la capacidad de invadir fibroblastos, células endoteliales, y otros fagocitos 

no específicos, contribuya a la persistencia y difusión de MAC. 

 

1.2 La enfermedad de Johne o Paratuberculosis. 

1.2.1. Etiología e historia. 

Las micobacterias han causado enfermedad mucho tiempo atrás, desde que se ha podido 

encontrar evidencia. Lesiones medulares debido a la infección por micobacterias han sido 

halladas en huesos fosilizados desde hace más de 10000 años; las lesiones pulmonares que 

se tiene registro datan de hasta el año 1000 antes de la era común (Murray, 2004). A 

medida que las civilizaciones se urbanizaron, sus habitantes fueron víctimas de la más 

devastadora de todas las enfermedades micobacterianas, la tuberculosis.  

 

Por otra parte, la Paratuberculosis o enfermedad de Johne es debida a la infección por 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), que es el agente etiológico. La 

Paratuberculosis es una enfermedad de inflamación gastrointestinal crónica que afecta a 

rumiantes domésticos y salvajes y algunos no rumiantes; está caracterizada por linfangitis y 

linfadenitis regional y enterocolitis granulomatosa. Los signos clínicos de la 

paratuberculosis son diarrea crónica, emaciación (pérdida de peso), decremento en la 

producción de leche, y eventualmente la muerte (Olsen et al., 2002; Manning, 2001; 

Chacon et al., 2004; Clarke 1997). 

 

En 1894, en la región de Olderburg en Alemania, un granjero consiguió una vaca que no 

producía leche y no subía de peso. Inicialmente se pensó que la tuberculosis intestinal, 

causada por M. tuberculosis era la culpable, aunque el animal resultó negativo a la prueba 

cutánea de la tuberculina. Al morir el animal, el estómago, intestinos y el mesenterio se 

enviaron para su examen a la Unidad de Patología Veterinaria en Dresden. Allí los tejidos 

fueron analizados por los Doctores Heinrich Albert Johne y Langdon Frothingham. Ellos 

notaron el engrosamiento de la mucosa intestinal y el crecimiento de los nódulos linfáticos 

mesentéricos. Utilizando una tinción de ácido-alcohol pudieron observar abundantes 
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bacterias a lo largo de los tejidos inflamados. Aunque los organismos tenían parecido con 

aquel que causaba la tuberculosis, una prueba de infección con cerdos de guinea utilizando 

los tejidos infectados falló. Johne y Frothingham concluyeron que la enfermedad era 

causada por la bacteria que causaba la tuberculosis en aves (después llamada 

Mycobacterium avium), y al notar similaridades patológicas a la tuberculosis intestinal, 

propusieron el nombre “enteritis pseudotuberculosis” (Johne y Frothingham, 1895). Una 

observación por serendipia le permitió al científico británico Frederick William Twort 

(Fildes, 1951) aislar al agente etiológico de la enfermedad de Johne. Al trabajar con 

cristalería no completamente limpia, Twort notó el crecimiento de pequeñas colonias 

satélites alrededor de colonias de M. phlei que se preparaba a descartar. Sospechando que 

M. phlei le proveía algún nutriente escencial, Twort adicionó una preparación de estas 

células inactivadas por calor al medio de cultivo, el cual le permitió cultivar a esta nueva 

bacteria ácido-acohol resistente a la cual llamó “Mycobacterium enteriditis chronicae 

pseudotuberculosae bovis, Johne” (Twort e Ingram, 1912). Las siguientes décadas se 

centraron en el mejoramiento de los métodos de laboratorio para el cultivo del organismo y 

la evaluación de pruebas de diagnóstico usando estos primeros aislados (Twort e Ingram, 

1913). Ya que el agente etiológico pudo ser cultivado en el laboratorio, una tuberculina 

llamada “johnina” se desarrolló para las pruebas de diagnóstico.    

   

1.2.2 Mycobacterium avium susbp. paratuberculosis. 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es una bacteria resistente, y se 

encuentra clasificada dentro de las especies de micobacterias de lento crecimiento al igual 

que Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis y Mycobacterium leprae, las cuales 

son patógenos importantantes de animales y humanos, ya que se piensa que MAP podría 

tener potencial zoonótico (Rowe y Grant, 2006). Es ácido-alcohol resistente, aerobia y 

requiere del factor de crecimiento micobactina ya que es incapaz de producir este 

sideróforo de hierro (Barclay y Ratledge, 1983). Este patógeno intracelular está protegido 

por una compleja y característica pared celular micobacteriana compuesta por un 60% de 

lípidos. Como se mencionó anteriormente, la pared le confiere sus propiedades de 

hidrofobicidad (McNeil et al., 1991; Primm et al., 2004), le permite sobrevivir en el 
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ambiente y contribuye a su resistencia a bajo pH, altas temperaturas, agentes químicos 

(como por ejempo clorina, Whan et al., 2001) y a procesos físicos como la pasteurización 

(Grant et al., 1996). El lipoarabinomanano (LAM) y el arabinomanano (AM) son 

componentes estructurales de la pared celular en MAP. Esta pared celular rica en lípidos le 

confiere a esta micobacteria una ventaja de supervivencia, pero la consecuencia de esta 

defensa es la lenta velocidad de crecimiento debido a la restricción de consumo de 

nutrientes (Domingue y Woody, 1997). MAP es la micobacteria de más lento crecimiento, 

con un tiempo de generación bajo condiciones óptimas de más de 20 h (Lambrecht et al., 

1988), requiere de al menos 8-16 semanas para producir colonias visibles, y algunas cepas 

deben ser cultivadas hasta por 6 meses o más. 

 

MAP puede ser bioquímicamente inactivo y la identificación se basa generalmente en la 

dependencia de micobactina y la detección molecular de la secuencia de inserción IS900 

por medio de PCR (Collins et al., 1989; Green et al., 1989). Comparte más del 99% de 

homología con M. avium subsp. avium, la cual causa tuberculosis en aves. Las secuencias 

de RNA ribosomal 16S (RNAr) de estos dos taxa son idénticos (Billman-Jacobe et al., 

1992), y han sido clasificadas como subespecies de M. avium (Thorel et al., 1990). La era 

de investigación postgenómica de M. paratuberculosis comenzó en 2005 con la publicación 

del genoma completo de la cepa K-10, que fue aislada de un hato lechero en Wisconsin en 

el año 1990 (J. Hensen, Iowa, 2009). El resultado de la secuenciación fue de un genoma de 

4,829,781 pares de bases (Li et al., 2005). Se predijeron 4350 marcos de lectura y los 

análisis automatizados siguientes mostraron un total de 4587 genes (http://cmr.jcvi.org/cgi-

bin/CMR/GenomePage.cgi?org=ntma03). El genoma de MAP se caracteriza por su alto 

contenido de los nucleótidos guanina y citocina (69.3%), así como la abundancia de 

secuencias de inserción y proteínas PE/PPE, similares a las de otras micobacterias 

secuenciadas. 

 

MAP es más termoresistente que M. avium, M. chelonae, M. phlei, M. scrofulaceum, y M. 

xenopi (Schulze y Buchholtz, 1992). Esta tolerancia a la temperatura disminuye la 

efectividad de la pasteurización para la eliminación de microorganismos en la leche de 
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animales infectados (Chiodini y Hermon, 1993; Keswani y Frank, 1998;  Rowe et al., 200; 

Stabel et al., 1997; Streeter et al., 1995; Sung et al., 1998; Taylor et al., 1981). Los 

animales se exponen a este microorganismo mediante varias rutas, a través de las mamas o 

la leche/calostro, ingesta de comida o agua contaminada con heces (Streeter et al., 1995; 

Sweeney et al., 1992; Taylor et al., 1981). La leche contaminada es una de las fuentes más 

comunes de infección para los animales susceptibles. La transmisión intrauterina también 

es posible en el ganado clínica y subclínicamente infectado. Aunque MAP ha sido aislada 

del semen de machos infectados, las oportunidades de transmisión tanto para la hembra 

como para el feto a través de la inseminación artificial y natural no se ha estudiado pero 

probablemente sea baja (Larsen, 1981). 

 

1.2.3 Distribución. 

La infección por MAP es prevalente a nivel mundial, principalmente en áreas templadas y 

húmedas (Sweeney, 1996). La prevalencia actual de rebaños y animales se desconoce en la 

mayoría de los países debido a la falta de la aplicación de pruebas de diagnóstico y a la falta 

de su estandarización. Varias pruebas se utilizan para la estimación de la prevalencia como 

el cultivo fecal, cultivo de tejidos, o la detección de anticuerpos anti-MAP mediante la 

técnica ELISA (Ensayo de Inmunoabsorción ligado a enzimas por sus siglas en inglés). 

Además, la estimación de la prevalencia exacta también es obstaculizada por la falta de 

especificidad y sensibilidad de estas pruebas de diagnóstico (Rosseels y Huygen, 2008).  

 

La paratuberculosis se distribuye a nivel mundial, con prevalencias de 6.4-15% en Portugal 

(Coelho et al., 2008), 6.1% en Canadá (McNab et al 1991), 4.6% utilizando johnina y 72% 

utilizando la prueba de ELISA en Venezuela (Alfaro et al., 2006), 3.96% de prevalencia 

individual y 18.49% por hato en Eslovenia (Kusar et al., 2008), 6.1% en Alemania (Denzin 

et al., 2011) y 7.1% en Corea (Park et al., 2006). La Organización Mundial de Sanidad 

Animal (OIE, también conocida como Oficina Internacional de Epizootias) ha inscrito a la 

Paratuberculosis dentro de la lista del Código Sanitario para los Animales Terrestres. Su 

identificación es de declaración obligatoria y debe ser notificada a la OIE. Cada semestre 

por año, se hace un monitoreo mundial de la enfermedad y se elabora un mapa de 
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distribución el cual ha sido actualizado desde el año 2005. A continuación se muestran los 

últimos 2 mapas de distribución publicados por la OIE. 

 

 
Figura 3. Distribución mundial de la Paratuberculosis (Periodo Ene-Jun 2013). 

Tomado de la base de datos de la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE, http://www.oie.int/es/). 

 

1.2.4 Paratuberculosis en México. 

La paratuberculosis se encuentra clasificada por la Secretaría de Agricultura, Ganadería, 

Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA) dentro de las enfermedades de tipo 3, 

que son aquellas que pueden afectar a humanos (enzoóticas), pero que representan un 

menor riesgo desde el punto de vista epidemiológico, económico, de salud pública y de 

comercio nacional e internacional, son de notificación mensual obligatoria a las autoridades 

de sanidad animal. 

 

Celis realizó una revisión sobre la paratuberculosis en México (Celis, 2011), encontrando 

datos de presencia de la enfermedad en al menos 22 estados de la República Mexicana, con 

prevalencias mayores al 5%, y una fluctuación entre 0.84-66.75%. De acuerdo a estos 

datos, el Biólogo Rodrigo Celis García sugirió cambiar la paratuberculosis al Grupo 2 de 
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enfermedades y realizar un estudio a escala nacional. De igual forma se registraron datos de 

presencia en bovinos, ovinos, caprinos y fauna silvestre en cautiverio. 

 

1.2.5 La enfermedad de Crohn. 

Se ha sugerido a MAP como agente etiológico de la enfermedad de Chron en humanos. 

Esta enfermedad fue descrita por Crohn y colaboradores en 1932 (Crohn et al., 1932) y se 

pensó que MAP podría estar involucrada fue en base a su similaridad clínica con la 

enfermedad de Johne (Dalziel 1913). En 1984, Chiodini y colaboradores aislaron una 

micobacteria con aspecto de esferoplasto de pacientes con la enfermedad de Crohn, la cual 

más tarde fue identificada como MAP (Chiodini et al., 1984). Con el descubrimiento de la 

secuencia específica IS1900, varios grupos de investigación han tratado de utilizar técnicas 

moleculares para confirmar la presencia de ADN de MAP en los intestinos de estos 

pacientes. Los resultados de estos estudios han sido controversiales en cuanto a si MAP 

podría causar la enfermedad de Crohn (Rowbotham et al., 1995; Sanderson et al., 1992).  

 

Se han identificado más de 30 genes que demuestran que hay un componente genético 

asociado con la ocurrencia de esta enfermedad (Barret et al., 2008), pero una relación 

específica con la exposición a MAP debe ser demostrada. Mientras que la detección de 

MAP mediante métodos microbiológicos de tinción estándar ha sido un desafío en 

individuos con la enfermedad de Crohn, investigaciones han revelado la presencia de MAP 

y ADN de MAP en sangre o lesiones de adultos y niños (Naser et al., 2009; Autschbach et 

al., 2005; Bull et al., 2003; Kirkwood et al., 2009; Lee et al., 2011; Mendoza et al., 2010; 

Chiapinni et al., 2009). Por otra parte, MAP también ha sido aislada de pacientes con otras 

enfermedades así como individuos saludables mediante varias técnicas (Juste et al., 2009; 

Tuci et al., 2011; Singh et al., 2008, 2011). Aunque MAP puede ser encontrada en 

intestinos de pacientes con la enfermedad de Crohn, aun falta por establecer si la bacteria 

está relacionada con la patogénesis de la enfermedad o su presencia es transitoria por el 

tracto digestivo. Algunos estudios inmunológicos relacionados a la conexión entre MAP y 

la enfermedad de Crohn mostraron los mismos resultados inconsistentes que los estudios 

basados en la técnica de PCR (Rowbotham et al., 1995; Stainsby et al., 1993; Vannuffel et 
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al., 1994). Por lo anterior, se deber realizar estudios de mayor profundidad para dilucidar si 

MAP es agente causal de la enfermedad de Crohn. 

 

1.2.6 Patogénesis y respuesta inmune. 

1.2.6.1 Fagocitosis y sobrevivencia de MAP. 

El ganado y otros rumiantes usualmente se exponen a MAP dentro de los primeros meses 

de vida, ya sea por la via fecal-oral o por la ingestión de calostro infectado (Wells y 

Wagner, 2000). Después de la entrada de MAP al organismo, el patógeno atraviesa el 

epitelio mucoso (células M), es fagocitado y se multiplica dentro de macrófagos 

subepiteliales (Momotani et al., 1988). Una vez activadas, estas células inician la activación 

de linfocitos y la expansión clonal (Slagame et al., 1991). Las células M representan un 

objetivo primario en la infección de MAP, lo cual puede ser debido a la falta de lisosomas y 

enzimas hidrolíticas en estas células (Miller et al., 2007). Además poseen características 

funcionales y estructurales que facilitan la endocitosis y el transporte de macromoléculas y 

bacterias. A diferencia de los enterocitos, las células M carecen de capa mucosa, poseen 

microvellos irregulares, tienen un glicocaliz delgado y una actividad enzimática reducida 

(Brayden et al., 2005; Sierro et al., 2000). Se ha visto que después de algunas horas de la 

ingestión, MAP puede encontrarse dentro de los macrófagos epiteliales y células M 

(Momotani et al., 1988). Las células M presumiblemente pasan MAP degradado e intacto 

hacia las células vírgenes del sistema inmune (células B, T y macrófagos) localizadas justo 

debajo de la superficie basolateral de las células epiteliales intestinales. 

 

Una vez dentro de los macrófagos, MAP se adapta muy fácilmente al ambiente intracelular 

y es capaz de sobrevivir y multiplicarse dentro del fagosoma. El fagosoma es una vesícula 

que se forma en el interior de una célula unida a la membrana durante el proceso de 

fagocitosis. Ésta puede contener microorganismos o material extracelular y al fusionarse 

con el lisosoma conduce a la degradación enzimática del material fagocitado. Tal como en 

el caso de M. tuberculosis, esta habilidad de sobrevivir dentro del fagosoma se le atribuye 

al bloqueo de la maduración del fagosoma en fagolisosoma, escapando así del proceso de 

destrucción que es muy efectivo para la eliminación de la mayoría de los patógenos 
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microbianos (Gatfield y Pieters, 2003; Rohde et al., 2007; Russel 1998; Dequeker et al., 

1999; Deretic and Fratti, 1999). A pesar de que el mecanismo preciso utilizado por las 

micobacterias para interrumpir la maduración del fagosoma dentro de los macrófagos 

inactivados no se conoce a detalle, existen estudios en esta área los cuáles han comenzado a 

definir proteínas que están involucradas en el proceso de fusión del fagosoma-lisosoma y 

cómo los patógenos intracelulares podrían interactuar con estas proteínas para impedir la 

fusión (Koszycki et al., 1997; Via et al., 1998; Dequeker et al., 1999; Ferrari et al., 1999; 

Ullrich et al., 1998; Malik et al., 2000). A pesar de su habilidad para prevenir la fusión del 

fagosoma-lisosoma en macrófagos inactivados, varios estudios han mostrado que cuando 

las micobacterias son fagocitadas por macrófagos que han sido previamente activados con 

interferón gama (IFN-γ) o el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), la maduración del 

fagolisosoma sucede, acompañada de la destrucción del patógeno intracelular (Flynn et al, 

1993; Kaufman et al., 1995; Bonecini-Almeida et al., 1998; Florido et al., 1999). 

 

Varios receptores se han implicado en la entrada de las micobacterias hacia los macrófagos. 

La lista de los receptores de micobacterias potenciales incluyen al receptor de manosa 

(Shlesinger, 1993; Kang and Schlesinger, 1998; Astarie-Dequeker et al., 1999), receptores 

de complemento de tipo CR3 y CR4 (Schlesinger and Horwitz, 1991; Stokes et al., 1993; 

Melo et al., 2000), el receptor Toll de tipo 2 (TLR-2) (Means et al., 1999; Underhill et al., 

1999) y el receptor de fibronectina (Kuroda et al., 1993) (Fig. 5). Aunque las micobacterias 

tanto patogénicas como no patogénicas pueden entrar a células eucariotas cultivadas con 

una facilidad similar, solo las especies patogénicas pueden sobrevivir y multiplicarse dentro 

(Shepard, 1956). Debido a lo anterior la patobiología de la enfermedad de Johne dificulta 

su diagnóstico; un animal infectado e infeccioso puede permanecer serológicamente 

negativo por un largo periodo de tiempo porque los anticuerpos aparecen de meses a años 

después de que ocurrió la infección.  
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Figura 4. Tácticas de invasión de MAP hacia la pared intestinal y macrófagos. MAP invade principalmente 

las células M, creando un puente de fibronectina llegando posteriormente a los macrófagos subepiteliales. La 

entrada a estos últimos se logra mediante la unión de los receptores ManLAM al receptor CR3 y al receptor 

de manosa. Las células dendríticas también pueden transportar a MAP dentro de la lámina propria durante el 

muestreo a través de las uniones estrechas. Tomado de Paratuberculosis: Organism, Disease, Control. 

Editorial CAB, 2010. 

 

1.2.6.2 Respuesta inmune. 

Después de la infección con MAP la mayoría de los animales generará una respuesta 

inmune celular (Olsen et al., 2002). La respuesta inmune celular puede prevenir el progreso 

de la enfermedad en algunos animales (Olsen et al., 2002). El sistema inmune celular 

responsable de la inmunidad protectora abarca una variedad de células y de especial 

importancia son los linfocitos T. Los linfocitos T CD4+ αβ, también conocidos como T 

colaboradores (T helper, Th, por sus siglas en inglés), contribuyen en la respuesta inmune 

mediante la producción de citocinas. Las células Th pueden dividirse en 2 grupos de 

contrarregulación; Th1 y Th2. El balance entre estos 2 subgrupos es decisivo para el éxito 

de la infección. El fenotipo Th1 produce las citocinas: interleucina 2 (IL-2), interferón 

gama (IFN-γ) y el factor de necrosis tumoral (TNF-α) (Olsen et al., 2002), siendo esta una 
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de las reacciones detectables más tempranas de la infección por MAP. La respuesta Th1 

comienza con  la infiltración de linfocitos acompañada con la detección de muy pocos 

organismos (Orme et al., 1993). Durante la etapa subclínica temprana de la infección la 

actividad celular Th1 es predominante. Esta fase subclínica puede durar años y es difícil de 

detectar mediante ensayos convencionales (Figura 5). 

 
Figura 5. Modelo simplificado de la respuesta inmune contra la paratuberculosis (Rosseels y Huygen, 2008). 

 

Los antígenos procesados de MAP por macrófagos activados (y posiblemente células B) 

son expuestos en la superficie celular como moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad de tipo II (MHC-II, por sus siglas en inglés). Los macrófagos activados 

liberan interleucina 1 (IL-1), una citocina estimuladora de células T (Adams y Czuprynski, 

1994; Alzuherri et al., 1996; Henderson et al., 1997) y probablemente producen 

interleucina 8 (IL-8), un factor quimiotáctico responsable del reclutamiento de otras células 

del sistema inmune a la zona afectada (Sadek et al., 1998). Además los macrófagos  

producen IFN-γ, una molécula clave en la resistencia contra las enfermedades 

micobacterianas. La producción de esta citocina en la paratuberculosis ha sido demostrada 

por diferentes autores (Burrells et al., 1995, Stabel, 1996; Sweeney et al., 1998). Bassey y 

colaboradores identificaron a las células Th como la mayor fuente de IFN-γ en el ganado 
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infectado con MAP (Bassey y Collins, 1997), lo que también concuerda con el 

conocimiento de infecciones micobacterianas en otros rumiantes (Smyth et al., 2001). La 

cascada de citocinas también conduce al reclutamiento y activación de células T CD8+ 

citotóxicas y otros componentes inmunes, incluyendo neutrófilos y macrófagos adicionales 

en infecciones tempranas de MAP (Adams y Czuprynski, 1994; Alzuherri et al., 1996).  

 

Se ha considerado que la respuesta humoral (Th2) contribuye muy poco en la defensa 

contra las micobacterias. Sin embargo, se han observado muchos efectos benéficos como la 

prolongación de la sobrevivencia, prevensión de la pérdida de peso, reducción de las 

UFC’s, eliminación de antígenos y diseminación reducida de bacterias con el uso de 

anticuerpos monoclonales contra antígenos micobacterianos (Teitelbaum et al., 1998; 

Glatmann-Freedman et al., 2000; Pethe et al., 2001; Chambers et al., 2004; Williams et al., 

2004). Las citocinas involucradas en la respuesta humoral pueden inducir la producción de 

anticuerpos y están asociadas con la enfermedad progresiva (Olsen et al., 2002). Se sabe 

que los animales que son incapaces de controlar la enfermedad desarrollan una respuesta 

inmune humoral junto con la diseminación de bacterias en las heces y por la manifestación 

de signos clínicos (Olsen et al., 2002). En la etapa de respuesta Th2 de la infección, los 

animales muestran signos clínicos no específicos como la pérdida de peso y diarrea (Koets 

et al., 1999; Stabel et al., 1999). La inducción de la respuesta Th2 se asocia a la producción  

de las citosinas: IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10; las cuales estimulan una respuesta inmune 

humoral (anticuerpos) que no protege ni detiene la infección o daños patológicos. La 

respuesta con anticuerpos es incapaz de contener la infección y puede agravar la situación, 

promoviendo la absorción de bacterias opsonizadas por los macrófagos. La elevación de los 

niveles del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) puede que contribuya a la pérdida de 

peso debido al catabolismo de los tejidos (Adams et al., 1996; Adams et al., 1997; 

Alzuherri et al., 1996; Beutler et al., 1989). Los microorganismos pueden diseminarse 

dentro y más allá del tracto gastrointestinal, con lesiones producidas por macrófagos 

infiltrados en riñones, hígado y glándulas mamarias (Pavlik et al., 1999).  
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Los animales afectados clínicamente en esta fase de la enfermedad usualmente fallecen en 

semanas. El cambio desde una respuesta inmune protectora inflamatoria (Th1) a una 

respuesta humoral (Th2) es otro mecanismo mediante el cual MAP evade el sistema 

inmune (Coussens, 2001). 

 

1.3 Vacunación contra la Paratuberculosis. 

La característica esencial de una vacuna contra la paratuberculosis debe ser la reducción de 

las pérdidas de producción causadas por MAP. Sin embargo, la vacuna ideal debería evitar 

una infección de los animales o servir como inmunoterapéutico en animales ya infectados. 

En la Tabla 1 se contrastan las características de las vacunas de bacterias completas en 

aceite frente a una vacuna ideal contra MAP. 

 

Tabla I. Características de vacunas de bacterias completas en aceite, contrastadas con una vacuna hipotética 

ideal contra MAP. Tomado de Paratuberculosis: Organism, Disease, Control. Editorial CAB, 2010. 

Características de la vacuna Vacuna de bacterias completas 
en aceite 

Vacuna ideal 
contra MAP 

Prevenir enfermedad clínica en animales no 

infectados 

Sí Sí 

Prevenir enfermedad clínica en animales 

infectados 

Sí, en etapas tempranas de 

infección 

Sí 

Prevenir el establecimiento de la enfermedad No Sí 

Lesiones en el sitio de inyección Sí No 

Heridas por la autoinoculación de la vacuna Sí No 

Causar respuestas de falsos positivos en pruebas 

inmunes contra TB bovina 

Sí No 

Causar respuestas de falsos positivos en pruebas 

inmunes contra MAP 

Sí No 

 

A pesar de 80 años de desarrollo de vacunas contra MAP, no se ha encontrado una fórmula 

que proteja a los animales de la enfermedad, que prevenga la dispersión por animales en 

etapa subclínica o que proporcione protección total frente a la infección (Harris y Barletta, 

2001; Juste et al., 1994). Las vacunas actuales generalmente provocan grandes granulomas 

en el sitio de inoculación (Windsor y Eppleston, 2006) e inducen reactividad cruzada con la 
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prueba de la tuberculina, lo cual provoca un desincentivo hacia su uso, particularmente en 

ganado (Rosseels y Huygen, 2008). Las vacunas existentes comercialmente también 

inducen la producción de anticuerpos, así como la sensibilización a la hipersensibilidad de 

tipo retardado (DTH), volviendo difícil el diagnóstico diferencial entre animales vacunados 

y animales infectado naturalmente (Collins, 1994). Por otra parte se ha observado que la 

vacunación conduce a la reducción de la severidad de las lesiones y la carga bacteriana y 

resulta en una patología menos severa (Harris y Barletta, 2001). Debido a lo anterior, la 

búsqueda de una vacuna específica para MAP sigue en marcha. A la fecha se han evaluado 

3 tipos de vacunas contra la paratuberculosis, y estas pueden clasificarse dentro de 3 

grupos: (1) bacterias vivas o muertas inactivadas, (2) vectores de expresión de subunidades 

protéicas (ADN plasmídico) y (3) vacunas basadas en subunidades protéicas 

recombinantes.  

 

1.3.1 Bacterias vivas o muertas inactivadas. 

La historia de la vacunación para el control de la Paratuberculosis en rumiantes data al año 

de 1926, donde Vallee y Rinjard (1926) reportaron el uso de bacilos vivos no virulentos de 

paratuberculosis en adyuvante de aceite de oliva, parafina líquida y polvo de piedra pómez. 

Durante el siglo XX, se desarrolló un número de vacunas de bacterias vivas atenuadas y 

bacterias completas muertas para la enfermedad de Johne en bovinos y ovinos (Rosseels y 

Huygen, 2008). La diferencia entre el uso de la primera o la segunda no ha sido lo 

suficientemente evaluada para determinar si mejoran significativamente la eficacia de las 

vacunas. Lo que sí es claro es que la respuesta inmune hacia MAP viva en un adyuvante de 

aceite son diferentes a aquellas con el mismo microorganismo pero sin adyuvante (Begg y 

Griffin, 2005).  

 

Dentro de las vacunas con células muertas completas se encuentran: la cepa 18 utilizada en 

una vacuna comercial (Mycopar) en los Estados Unidos está compuesta por M. avium 

subsp. avium (Chiodini., 1993; Spangler et al., 1991; Nedrow et al., 2007); la vacuna con la 

cepa ID-Lelystad, manufacturada en los países bajos, compuesta por MAP muerta por calor 

suspendida en una emulsión agua-aceite (Wentink et al., 1994; Muskens et al., 2002); 
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Gudair ™, cepa 316F, que es una vacuna comercial desarrollada en España por Veterinaria 

CZ para corderos y crías de cabra (Corpa et al., 2000; Reddacliff et al., 2006; Windsor, 

2006); La cepa 5889 Bergey de MAP que es una vacuna experimental desarrollada en 

Hungría. Esta última vacuna está compuesta de la cepa de MAP muerta por calor y con un 

adyuvante a base de aceite (Kormendy, 1994). Neoparasec™ es una vacuna que esta 

compuesta por la cepa viva modificada liofilizada 316F de MAP en adyuvante de aceite  

(Rhone-Merieux, Lyon, Francia). Fue utilizada hasta 2002 en Nueva Zelanda y en Francia 

para la vacunación de bovinos, ovejas y cabras (Kohler et al., 2001; Molina et al., 1996; 

Begg et al., 2005; Juste et al., 1994; Machintosh et al., 2005).  

 

1.3.2 Vectores de expresión de subunidades proteicas. 

Desde que Wolff y colaboradores demostraron en 1999 (Wolff et al., 1999) que la 

inyección de células musculares con ADN plasmídico codificando la enzima bacteriana β-

galactosidasa, podía conducir a la transferencia del gen, transcripción en el núcleo y a la 

subsecuente síntesis de la enzima. En 1992 Tang y colaboradores (Tang et al., 1992) 

demostraron que la inyección de plásmidos podía utilizarse para la provocar una respuesta 

inmune y el siguiente año dos estudios demostraron que ratones (Ulmer et al., 1993) y 

gallinas (Robinson et al., 1993) inmunizados con ADN de influenza eran protegidos frente 

a un reto viral.  

 

Las vacunas de ADN son muy efectivas (particularmente en pequeños roedores) para 

inducir respuestas inmunes humorales y celulares las cuales son necesarias frente a 

patógenos micobacterianos intracelulares (Huygen, 2005, 2006) y están ya disponibles para 

algunas enfermedades veterinarias virales (Meeuseen et al., 2007). El envío de subunidades 

de antígenos específicas de patógenos mediante vectores heterólogos de virus deficientes en 

replicación es una estrategia de vacunación alternativa que ya está siendo utilizada en 

enfermedades animales y humanos (Xing et al., 2005; Bejon et al., 2007; Weyer et al., 

2007; Hawkridge et al., 2008). El principio de esta técnica se basa en las propiedades de 

estos vectores de causar infección intracelular pero no enfermedad, además de dirigir 

naturalmente el procesamiento de antígenos hacia una respuesta celular. Para una vacuna 
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contra MAP se busca dirigir la respuesta inmune hacia una respuesta de tipo celular (Th1) 

como se mencionó anteriormente. Por esa razón el uso de vectores de expresión de 

antígenos resulta atractivo, requeriendo adyuvantes no específicos o terapia de citocinas 

para ayudar a inducir la respuesta celular. El uso de vectores puede requerir múltiples 

inmunizaciones pero debido a que el ciclo completo de replicación intracelular no es 

necesario para el envío y presentación de antígenos, la exposición repetida al mismo vector 

puede realizarse (Gabitzsch et al., 2009). El mayor problema de las vacunas de ADN 

actuales es su eficacia de transfección y la cantidad de la proteína sintetizada. Se estima que 

la inyección de dosis en microgramos de ADN resulta en la producción de solo dosis en 

nanogramos de proteína (Huygen, 2005). Utilizando una inmunización de librería de 

expresión, Huntley y colaboradores reportaron el potencial protector de un plásmido 

codificante para 26 antígenos de MAP que les confirió una protección significativa a 

ratones BALB/c contra un reto intraperitoneal con 108 UFCde MAP (Huntley et al., 2005).  

 

1.3.3 Vacunas basadas en subunidades protéicas. 

La identificación de proteínas antigénicas que inducen fuertes respuestas inmunes de tipo 

Th1 durante la primera fase asintomática de la enfermedad y la demostración de su 

potencial protector en modelos de infección experimentales (ratones y especies objetivo) es 

crucial para el desarrollo de vacunas basadas en subunidades (Huygen et al., 2010). El 

genoma completo de la cepa K-10 de MAP fue secuenciado en el año 2010 y se encuentra 

disponible desde entonces, proporcionando una valiosa herramienta para el estudio de 

antígenos de MAP. Éstos pueden ser utilizados para el desarrollo de herramientas 

inmunodiagnósticas más específicas así como productos inmunoprofilactivos más 

efectivos. El genoma de K-10 es un solo cromosoma circular compuesta de 4.83 x 106 pares 

de bases que codifican para 4350 marcos de lectura abiertos predichos. Los análisis in silico 

han identificado más de 3000 genes con homología hacia M. tuberculosis y 161 regiones 

únicas que codifican para 39 genes no estudiados (Li et al., 2005). En la Tabla 2 se enlistan 

los genes evaluados hasta el año 2010 como vacunas de subunidades. 
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Tabla II. Resumen de candidatos vacunales protéicos y de ADN evaluados en animales. Tomado de Paratuberculosis, Organism, Disease, Control. 

Editorial CABI. 2010. 

Tipo de vacuna Otros 
nombres 

Tamaño 
(kDa) 

Función Especie 
de prueba 

Cepa 
utilizada en 
el reto 
experimental 

Dosis y ruta 
de infección 

Referencia 

Vacunas proteicas        
MAP3527-MAP1519 proteína 
fusionada: fragmento C-terminal 
de 17.6 kDa de MAP3527-
MAP1519-fragmento C-terminal 
de 14.6 kDa de MAP3527 

MAP74F 74 MAP3527 (PepA) es una 
serin-proteasa de tipo 
tripsina de 34 kDa, con 
un dominio PDZ C-
terminal. MAP1519 es 
una proteína hipotética 
perteneciente a la familia 
de proteínas PPE. 

Ratón 
C57BL/6 

Cepa de 
MAP 
66115-98 

109 UFC, 
intraperitoneal
3 semanas 
después de la 
última 
inmunización. 

Chen et al., 
2008 

        
MAP3840 Hsp70, 

dnaK 
70 Chaperonina 40 

bovinos 
hembras 

MAP de una 
vaca 
infectada 

Al menos 2 x 
104 UFC, oral, 
9 dosis en un 
periodo de 21 
días. 

Koets et al., 
2006 

MAP0216 
MAP1609c 
MAP3531c 
MAP0187c 

Ag85A 
Ag85B 
Ag85C 
SOD 

32 
30 
32 
23 

El complejo de antígenos 
85 (Ag85A, Ag85C y 
Ag85C) poseen función 
de micolil transferasas 
involucradas en la 
síntesis de la pared 
celular. SOD es una 
superóxido dismutasa. 

24 
bovinos 

Cepa de 
MAP 
66115-98 

1 x 107 UFC 
oralmente por 
7 días 
consecutivos, 
4 semanas 
después de la 
última 
inmunización. 

Kathaperu
mal et al., 
2008 
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Tabla II. Continuación. 

Vacunas de ADN        
Mezcla de 26 antígenos de MAP 
como ADNp: número de genes 
0448, 1301, 1308, 2491, 3498c, 
1239c, 1493c, 1912, 2239, 3049c, 
3131,  3171c, 0047c, 1003c, 2191, 
2192, 3737, 1796c, 1871c, 2171c,  
2174c, 2175c, 2230c, 2604c, 3742, 
3764c 

  Estos genes codifican 
para el transporte/unión, 
antígenos ricos en 
prolina (familia PPE), 
proteínas de membrana, 
proteínas de 
entradacelular a 
macrófagos y 
micobactina/policétido 
sintasas. 

BALB/c Cepa de 
MAP 6112 

1 x 108 UFC, 
intraperitoneal 
2 semanas 
después de la 
última 
inmunización. 

Huntley et 
al., 2005 
 
 
 

Mezcla de ADNp con los genes 
MAP0216, MAP1609c, 
MAP3531c, MAP0187c, 
MAP2121c 

Mezcla 
de 
Ag85A 
Ag85B 
Ag85C 
SOD 
MMP-1 

 
 

32 
30 
32 
23 
35 

El complejo de antígenos 
85 (Ag85A, Ag85C y 
Ag85C) poseen función 
de micolil transferasas 
involucradas en la 
síntesis de la pared 
celular. SOD es una 
superóxido dismutasa. 
MMP-1 es una proteína 
de membrana con 
función desconocida. 

Ratones 
C57BL/6 

Aislado de 
MAP de un 
animal 
infectado 

1 x 109 UFC, 
intravenoso, 3 
semanas 
después de la 
última 
inmunización 

S.-U. Park 
et al., 2008 

MAP0586c (ADNp)  33 Transglicosilasa Ratones 
BALB/c 
y 
C57BL/6 

MAP 
ATCC19698 

2 x 106 UFC, 
intravenoso, 6 
semanas 
después de la 
última 
inmunización 

Roupie et 
al., 2008 

MAP3936 (ADNp) 
BCG3866c 
MAV0214 

Hsp65 
Ag85A 
Ag85A 

65 
32 
32 

Chaperonina de tipo I 
Gro-EL. 

Corderos MAP de 
paciente con 
enfermedad 
de Crohn 

2 x 109 UFC, 
oral 3 meses 
después de la 
última 
inmunización 

Sechi et al., 
2006 
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1.4 Vacunas producidas en plantas. 

La historia de la relación entre las plantas y el uso de moléculas de interés presentes en 

ellas data desde el inicio de la civilización humana. Las plantas le han servido a la 

humanidad por siglos, pero solo en los últimos 20 años se ha vuelto posible su uso para la 

producción de proteínas recombinantes específicas. La primera proteína farmacéutica 

relevante producida en planta fue la hormona del crecimiento humano, la cual fue 

expresada en tabaco en 1986 (Barta et al., 1986). En 1989, se expresó el primer anticuerpo 

en tabaco (Hiatt et al., 1989), lo cual demostró que las plantas podían ensamblar 

glicoproteínas complejas funcionales con varias subunidades. La autenticidad estructural de 

las proteínas recombinantes de plantas se confirmó en 1990 con la expresión del antígeno A 

de la proteína de superficie de Streptococcus mutans (Curtiss y Cardineau, 1990) y en 1992 

cuando se utilizaron por primera vez para producir una vacuna experimental: el antígeno de 

superficie del virus de la Hepatitis B (HBV) (Mason et al., 1992). En un reporte posterior, 

el grupo demostró que la vacuna producida en las plantas de tabaco generaba la respuesta 

inmune esperada después de haber sido inyectada en ratones (Thanavala et al., 1995). 

Algunos otros antígenos vacunales producidos en plantas se muestran en la Tabla III. 

 

Muchos autores han discutido el valor de este sistema de expresión el cual incluye costos 

de manufactura reducidos y el potencial de alternar las rutas de administración incluyendo 

la vía oral (Streatfield et al., 2001; Walmsley y Arntzen, 2003). Los antígenos expresados 

son almacenados en el tejido vegetal y las vacunas orales pueden ser administradas 

directamente, eliminando costos de purificación (Korban et al., 2002; Streatfield et al., 

2001). Las ventajas principales de esta vía de inmunización es la probabilidad de generar 

una respuesta inmune de mucosas y la facilidad de administración de la vacuna. La 

superficie mucosa, la cual cubre el tracto digestivo, respiratorio y reproductor, es el tejido 

inmunológicamente activo más grande en el cuerpo (Tacket y Mason, 1999). Las vacunas 

orales pueden estimular tanto la inmunidad de mucosas como la sistémica (todo el cuerpo). 

Los antígenos en plantas transgénicas son dirigidos mediante bio-encapsulamiento, es 

decir, la gruesa pared celular de las células vegetales, que las protege de las secreciones 

gástricas y se pueden romper finalmente en el intestino mediante preparaciones sencillas. 
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Una vez que el antígeno es liberado de la célula vegetal es capturado por las células M 

presentes en las placas de Peyer y por el tejido linfoide asociado al intestino. Estos 

antígenos son pasados hacia los macrófagos y otras células presentadoras de antígenos y 

linfocitos. Esto estimula el reclutamiento de células de defensa y células de memoria, la 

producción de IgG, IgE eIgA locales (Lal et al., 2007). En muchos de los casos, la 

refrigeración no es necesaria para la preservación de la efectividad de la vacuna, 

eliminando un impedimento mayor a los esfuerzos de vacunación internacional (Korban et 

al., 2002; Mahon et al., 1998).  

 

Tabla III. Antígenos vacunales producidos en plantas que reportan inmunogenicidad o inmunoprotección. 

Antígeno Sistema de 

expresión 

Localización 

del transgén 

Nivel de 

expresión 

Evaluación funcional Referencia 

Subunidad B  (LTB) 

de la toxina  

termoestable de E. coli 

enterotóxica. 

Zanahoria 

Soja 

Genoma 

nuclear 

0.3% PST 

2.4% PST 

Inmunogénico y 

protector frente a reto 

(Zanahoria), inmunog. 

y parcial (Soja). 

Nochi et al 

(2007), 

Moravec et 

al (2007)  

Subunidad B de la 

toxina del Cólera 

(CTB). 

Tomate 

Arroz 

Genoma 

nuclear 

0.081% 

PST 

2.1% PST 

Inmunogénica via oral 

en ratones. 

Inmunogénica y 

protectora durante el 

reto con ratones. 

Jiang et al 

(2007), 

Nochi et al 

(2007). 

Rotavirus humano de 

grupo A. 

Alfalfa Genoma 

nuclear 

0.06-

0.28% PST 

Inmunogénica en 

ratones y la 

descendencia presentó 

síntomas menos 

severos. 

Dong et al 

(2005). 

Rotavirus (VP7). Papa Genoma 

nuclear 

0.3-0.4% 

PST 

Inmunogénica via oral 

en ratones. Actividad 

neutralizante contra el 

rotavirus. 

Li et al 

(2006). 

Proteína de cápside del 

virus Norwalk 

(NVCP). 

Tomate y 

Papa 

Genoma 

nuclear 

8% PST 

0.4% PST 

Generó respuestas de 

anticuerpos sistémico y 

de mucosas en raton 

via oral. 

Zhang et al 

(2006) 
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Tabla III. Continuación. 

Proteina S SARS-CoV 

(S1). 

Tomate y 

tabaco 

Genoma 

nuclear 

0.1% PST Inmunogénica en 

ratones con 

administración oral. 

Pogrebnyak 

et al (2005). 

Proteina de superficie 

PyMSP4/5 de 

Plasmodium yoelii. 

Tabaco Genoma 

nuclear 

0.02-

0.04% PST 

Induce anticuerpos 

específicos en ratones 

via parenteral. 

Wang et al 

(2008). 

Yersinia pestis F1 y 

antígenos de LcrV. 

Tabaco Expresión 

transitoria 

380 y 120 

μg/g Peso 

fresco  

Inmunogénico y 

protector en monos 

contra Y. pestis con 

inyección subcutánea. 

Mett et al 

(2007). 

Inhibidores de entrada 

de VIH proteína de 

alga roja Griffithsina 

(GRFT). 

Tabaco Expresión 

transitoria 

1g/kg Peso 

fresco 

Activo contra VIH a 

concentración 

picomolar, capaz de 

bloquear la transmisión 

entre células. 

O’Keefe et 

al (2009). 

Toxina del Tétanos 

(TetC). 

Tabaco Cloroplasto 18-27% y 

7-10% 

PST 

Ratones desarrollaron 

una respuesta inmune 

sistémica y 

sobrevivieron al reto 

con la toxina. 

Tregoning 

et al (2005). 

Antígeno protector 

contra Anthrax. 

Tabaco Cloroplasto 4.5-14.2% 

PST 

Respuesta inmune 

sistémica, ensayo de 

neutralización de 

toxina, los ratones 

sobrevivieron (100%) a 

dosis letal de toxina. 

Koya et al 

(2005). 

Parvovirus canino. Tabaco Cloroplasto 31.1 y 

22.6% PST 

Suero de conejo 

neutralizado CPV en 

un ensayo in vitro. 

Molina et al 

(2005). 

 

Las plantas presentan una ruta de síntesis eucariota de proteínas efectiva, y combinándola 

con los sistemas actuales de expresión de genes y con un área grande de cultivo, se puede 

producir una gran cantidad de proteína (Fischer y Emans, 2000). A diferencia de los 

sistemas celulares mamíferos, los cuales algunas veces pueden expresar agentes virales 
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patogénicos, los sistemas de plantas se encuentran libres de patógenos mamíferos (Ma et 

al., 2003). Así. Los sistemas de expresión en plantas pueden ofrecer ciertas ventajas sobre 

los sistemas de expresión en bacterias y sistemas de cultivos celulares de mamíferos (Tabla 

IV) (Fischer y Emans, 2000).  

 

Tabla IV. Comparación de producción de proteínas recombinantes en plantas, bacterias y sistemas de 

mamíferos. 

 Plantas 

transgénicas 

Cultivos 
celulares de 

plantas 

Levaduras Bacterias Cultivo 
celular de 
mamífero 

Costo/Almacenamiento Barato/T.A. Medio/T.A. Medio/-20°C Barato/-20°C Alto 

Tamaño del gen Sin límite Sin límite Desconocido Desconocido Limitado 

Glicosilación Correcta Correcta Incorrecta Ninguna Correcta 

Capacidad de 
escalamiento 

Alta Medio Alta Alta Muy baja 

Propagación Fácil Factible Fácil Fácil Dificil 

Precisión de 
plegamiento de la 
proteína 

Alta Alta Medio Baja Alta 

Homogeneidad de la 
proteina 

Alta Alta Medio Baja Medio 

Rendimiento de proteína Alta Alta Alta Baja Medio-Alto 

Riesgos de 
contaminación 

Bajo riesgo Bajo riesgo Bajo riesgo Endotoxinas Virus, 

Priones y 

ADN 

oncogénico 

Costos de escalamiento Bajo Bajo-Medio Alto Alto Alto 

Tiempo requerido Medio Medio Medio Poco Alto 

 

En todos los casos, los antígenos o moléculas terapéuticas se expresan en los tejidos de la 

planta, de donde pueden ser purificados o procesados para poder ser aplicados tópicamente 

u oralmente. La mayor ventaja de los sistemas de expresión en plantas sobre otros sistemas 

de producción de vacunas es la reducción del costo de manufactura. Además, las vacunas 

producidas en plantas pueden cultivarse en donde se necesite, evadiendo costos de 

almacenamiento y transporte. Los fermentadores y bioreactores pueden ser reemplazados 

por cuartos de crecimiento de aislados o invernaderos. Inclusive, las plantas pueden crecer 



28 
 

en el campo con un confinamiento biológico de genes externos adecuado, tal como la 

herencia materna o la esterilidad masculina, o la expresión en tejidos vegetativos con su 

cosecha antes de la aparición de cualquier estructura reproductiva. Tal y como otros 

sistemas eucariotas, las vacunas producidas en plantas permiten la introducción de 

modificaciones postraduccionales. El plegamiento correcto y la formación de puentes 

disulfuro ocurre en los cloroplastos (Davoodi et al., 2009) o en el retículo endoplásmico 

(Moravec et al., 2007). Es bien conocido que los niveles de expresión varían dependiendo 

de la fase de desarrollo de las hojas, la hora del día y las secuencias regulatorias utilizadas, 

por lo que conseguir la consistencia de la expresión de transgenes en diferentes lotes es un 

reto importante (Daniell et al., 2009). Durante estás dos décadas, los antígenos vacunales 

expresados en el genoma nuclear de plantas han generado respuestas apropiadas de 

inmunoglobulina y han conferido protección al ser administradas por la vía oral (Arntzen et 

al., 2008; Yusibov y Rabindran, 2008). Pero, ninguna vacuna producida en planta se ha 

llevado más allá de la fase I de ensayo clínico (Yusibov y Rabindram, 2008).  

 

1.4.1 Plataformas de expresión. 

Una gran variedad de productos pueden producirse en plantas, pero cada uno posee sus 

requerimientos para su producción. Por lo tanto, no existe una sola especie que sea la ideal 

para la expresión de todos los productos. La elección de las plataformas de expresión se 

encuentra relacionada con el tipo de proteína en cuestión, es decir, la forma de la proteína 

recombinante que será finalmente utilizada. El ciclo de vida de la plataforma, el 

rendimiento de biomasa, confinamiento y costos de escalamiento son otros factores 

decisivos. El rendimiento de cualquier plataforma depende de muchos factores tanto 

biológicos como geográficos y necesitan ser evaluados para cada caso. Generalmente las 

especies domesticadas tienen preferencia sobre las especies silvestres para la agricultura 

molecular ya que se han adaptado a un amplio rango de condiciones ambientales debido a 

su comercialización. Las especies autopolinizantes son ventajosas para el confinamiento de 

cultivos transgénicos comparados con los de polinización cruzada ya que el riesgo por 

contaminación con polen se minimiza. Para las proteínas que necesitan ser purificadas, el 

procesamiento posterior puede afectar el costo de producción total. Por lo tanto, la 
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plataforma de expresión que proporcione facilidades de extracción y purificación de la 

proteína recombinante es la adecuada (Sharma y Sharma, 2009). 

 

Los estudios iniciales de vacunas producidas en plantas utilizaban cultivos modelo de fácil 

transformación y manipulación tal como el tabaco (Mason et al., 1992). Los trabajos 

posteriores se han enfocado en el uso de cultivos de uso humano, en especial aquellos que 

pudieran utilizarse para la vacunación animal como la papa, tomate y maíz (Sala et al., 

2005). Una gran cantidad de trabajos se han realizado utilizando papa como plataforma 

(Castanon et al., 2002; Sonnewald et al., 2003; Kim et al., 2004); y estos tubérculos han 

demostrado producir cantidades de antígeno necesarias para proporcionar diferentes niveles 

de protección en modelos de infección (Tacker et al., 1998, 2000; Thanavala et al., 2005). 

Sin embargo, se han reportado problemas de lenta degradación de proteína en los 

tubérculos cosechados y almacenados, además del hecho de que el tubérculo crudo no es 

comestible para los humanos. Otra especie de planta probada exhaustivamente para la 

expresión de proteínas ha sido el maíz. Las ventajas del maíz son la estabilidad de la 

proteína transgénica en las semillas secas, además de poder ser almacenadas y 

transportadas fácilmente (Tacket et al., 2004; Tacket, 2005). Muy importante es el hecho de 

que la matriz de los extractos de semilla de maíz ha demostrado proporcionar protección 

contra la degradación de la proteína durante su viaje a través del intestino (Streatfield y 

Howard, 2003). El maíz transgénico se ha utilizado para obtener respuestas inmunes 

protectoras contra la enterotoxina termoestable de Escherichia coli (LT) y un antígeno del 

virus de la gastroenteritis de cerdos (TGEV) (Streatfield et al., 2001; Chikwamba et al., 

2002). El tomate también ha sido una especie vegetal popular para la expresión de 

candidatos vacunales, provee de contención y fácil procesamiento (Sandhu et al., 2000; Ma 

et al., 2003; Walmsley et al., 2003; Shchelkunov et al., 2004). Esta fruta tiene la ventaja 

sobre otros sistemas de expresión de que puede consumirse fresca, eliminando la necesidad 

de procesamiento post cosecha.  
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Muchos otros cultivos con hojas utilizados incluyen a la lechuga, alfalfa y el trébol. Las 

ventajas principales de la alfalfa es su naturaleza perene, su facilidad de propagación clonal 

a través de esquejes, su propia fijación de nitrógeno y las glicoproteínas sintetizadas en 

hojas tienden a tener estructuras de glucanos homogéneos (Fischer et al., 2004). Los 

cassettes de expresión han sido optimizados para la expresión en hojas de alfalfa y se han 

desarrollado métodos de expresión transitoria mediante agroinfiltración, de igual forma 

también se ha realizado la transformación de protoplastos y bombardeo de partículas. 

Algunos trabajos de expresión de recombinantes en alfalfa incluyen la expresión de un 

antígeno del virus de la fiebre aftosa (Wigdorovitz et al., 1999), una enzima para mejorar la 

utilización del fósforo (Austin-Phillips et al., 1999), y la Inmunoglobulina G C5-1 que 

permite la detección de anticuerpos no aglutinantes en humanos (Khoudi et al., 1999). En 

este último trabajo el anticuerpo C5-1 se acumuló con un porcentaje del 1% de la proteína 

soluble total.  

 

1.4.2 Componentes moleculares generales que afectan la expresión de las proteínas 

recombinantes. 

La expresión de transgenes está influenciada por varios factores que no pueden ser 

controlados a través del diseño de la construcción, y que conducen a la expresión variable 

de transgenes y, en algunos casos, su completa inactivación (Plasterk y Ketting, 2000).  

Tales factores incluyen la posición de integración del transgén, la estructura del locus 

transgénico, número de copias del gen y la presencia de copias truncadas o rearregladas del 

transgén. Se han adoptado distintas estrategias para minimizar la variación en la expresión 

de transgenes, incluyendo el uso de genes virales que suprimen el silenciamiento genético 

(Anandalakshmi et al., 1998). La habilidad de integrar una sola copia de transgenes en 

lugares precisos en el núcleo de la planta eliminaría los efectos de posición y los problemas 

asociados con la estructura variable de locus.  

 

La eficiencia de transcripción de un gen es dependiente a su localización relativa y motivos 

de regulación, y a la secuencia de los elementos que controlan su transcripción a ARNm 

directamente. Estos incluyen: regiones regulatorias río arriba, el promotor, el sitio de inicio 
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de la transcripción; exones; intrones; codón de paro; regiones 3’ no traducidas; señal poliA; 

y el sitio de terminación de transcripción. La selección de un promotor adecuado es una de 

las variables más importantes para la sobreexpresión de una proteína. Mientras que muchos 

promotores han sido probados por su habilidad para apoyar la expresión de genes y su 

especificidad, un pequeño número han sido utilizados para la producción de proteínas de 

interés comercial (Egelkrout et al., 2012). El uso de promotores constitutivos, también es 

una estrategia popular para expresar proteínas. Sin embargo, al utilizar estos tipos de 

promotores la preocupación se centra en si la proteína interferirá con el metabolismo 

celular conduciendo a toxicidad cuando los transgenes sean sobreexpresados durante todas 

las etapas de crecimiento de la planta. El problema de la toxicidad celular puede evitarse 

mediante la expresión dirigida a ciertos tejidos con actividad metabólica baja tales como la 

semilla o el endospermo.  

 

Otra estrategia para evitar el silenciamiento genético es incrementar el número de copias de 

un transgén. En este caso se puede causar la inestabilidad del gen y el silenciamiento 

dependiente de homología. No obstante, con el diseño cuidadoso también puede conducir a 

altos niveles de expresión de proteína a través de una actividad de transcripción más alta 

(Butaye et al., 2005). Los sitios de unión de los factores de transcripción controlan el 

acceso de la ARN polimerasa al promotor. El control sobre el momento de expresión se 

puede lograr mediante el uso de factores de transcripción que se colocan bajo el control de 

promotores inducibles. Esto permite un alto nivel de producción de proteínas (lo cual es 

perjudicial para la salud de la planta), bajo condiciones normales de crecimiento, ya que la 

expresión es disparada justo antes de la cosecha. Sea cual sea el promotor, la 

sobreexpresión de proteínas recombinantes en plantas se ve afectada por los niveles de 

factores de transcripción dirigidos al promotor. En algunos casos, múltiples copias de un 

promotor con un sitio de unión en común pueden reducir los niveles de factores de 

transcripción de un promotor, y en consecuencia limitar el nivel de expresión de la proteína 

foránea. El silenciamiento transcripcional de genes conduce al término de la transcripción. 

Es importante reconocer los factores responsables y prevenirlos para lograr altos niveles de 

expresión. El silenciamiento transcripcional de genes puede estar relacionado directamente 
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a la estructura de la cromatina y ocurre a través de mecanismos epigenéticos. Uno de estos 

mecanismos es la metilación de un transgén, a menudo debido a la formación de la 

heterocromatina. La formación de la heterocromatina puede ser iniciada por una serie de 

eventos poco conocidos (entre ellos el apareamiento del ADN entre copias de transgenes, 

presencia de ARN de doble cadena homóloga al promotor, histonas hipoacetiladas, la 

presencia de secuencias virales en el genoma que se encuentran en un vector viral, o la 

presencia de transgenes ectópicos (Moazed, 2009; Krayer von Krauss et al.,  2008). Los 

intrones con estructuras de tipo horquilla con autocomplementariedad son efectivas para el 

silenciamiento (Smith et al., 2009). Secuencias repetitivas alrededor de un transgén o la 

presencia de regiones con similaridad a pequeños ARN’s de interferencia (siRNA) 

endógenos pueden disparar la metilación de ADN dirigida por ARN y el silenciamiento 

genético (Lippman y Martienssen, 2004).  

 

La traducción de ARNm a proteína es un requerimento clave para la acumulación de 

proteína. Incluso si el promotor es activo, los niveles de ARNm pueden permanecer bajos 

debido al silenciamiento génico postraduccional o a la inestabilidad del ARNm. La 

estabilidad del ARNm varía de minutos a días dependiendo de motivos específicos de 

secuencias presentes dentro del ARNm. La capucha 5’-metil G y la cola 3’-poliA 

estabilizan los transcriptos, así como reclutan factores de traducción. La alteración 

experimental de las secuencias que rodean el codón de inicio AUG, marcos de lectura 

abiertos, y 5’-UTRs que regulan la estructura secundaria del ARNm, afectan la estabilidad 

del ARNm y en la eficiencia de traducción (Liu et al., 2010). El uso de codones 

optimizados se refiere a la frecuencia del uso de codones alternativos y equivalentes para 

aminoácidos específicos. La relación de codones utilizados para un aminoácido difiere 

entre organismos y está correlacionado a los niveles de ARNts disponibles para ese 

aminoácido (Ikemura, 1985). La optimización de codones de un transgén a la del 

organismo hospedero es una práctica estándar para los estudios de expresión.  
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A pesar de lo anterior, es importante tener en cuenta que cualquier codón modificado puede 

contribuir a la modificación del procesamiento post-traduccional y generar secuencias no 

deseadas. Las proteínas citoplasmáticas son degradadas ya sea por rutas mediadas por 

proteosomas de ubiquitina o por acción de proteasas citosólicas. La fusión de proteínas de 

interés a otras proteínas o a etiquetas puede ayudar a la recuperación, ayudar a la 

visualización de proteínas dentro de la célula para estudios in vivo, o incrementar la 

estabilidad. 
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2. ANTECEDENTES. 

La producción de proteínas recombinantes de interés data a la década de los 80’s junto con 

la posterior llegada de métodos de transformación de diferentes especies de plantas. El 

potencial de uso de las plantas cómo sistemas de producción de proteínas recombinantes se 

estableció entre 1986 y 1990 con la exitosa expresión de una proteína de fusión de la 

hormona humana de crecimiento, un interferón y una albúmina de suero humano (Barta et 

al., 1986; De Zoeten et al., 1989; Sijmons et al., 1990).  

 

La autenticidad estructural de las proteínas recombinantes de plantas se confirmó en 1990 

con la expresión del antígeno A de la proteína de superficie de Streptococcus mutans 

(Curtiss y Cardineau, 1990 y 1992), cuando se utilizaron por primera vez para producir una 

vacuna experimental: el antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B (HBV) (Mason et 

al., 1992). En un reporte posterior, el grupo demostró que la vacuna producida en las 

plantas de tabaco generaba la respuesta inmune esperada después de haber sido inyectada 

en ratones (Thanavala et al., 1995). La inducción de respuestas inmunes mediadas por 

células B y T utilizando plantas como fuente de vacunas comestibles fue propuesto por los 

grupos de Mason, Walmsley y Ma, donde los antígenos vacunales son ingeridos en una 

fruta o en vegetales crudos (Mason y Arntzen, 1995; Walmsley y Arntzen, 2000; Ma y 

Vine, 1999). Posteriormente el principio de actividad de las vacunas comestibles fue 

demostrado para papas transgénicas productoras de la subunidad B de la enterotoxina 

termoestable de E. coli (Haq et al., 1995). Los ratones alimentados con papas crudas 

generaron respuestas inmunes en suero y mucosas hacia el antígeno.  

 

A la fecha se han generado gran cantidad de plantas transgénicas productoras de antígenos 

vacunales que han demostrado una correcta traducción, conformación y reconocimiento por 

anticuerpos específicos contra las proteínas recombinantes en bioensayos de 

inmunogenicidad. Algunos ejempos de antígenos vacunales generados en plantas se 

mencionan a continuación: Nochi y colaboradores, quienes en 2007 transformaron arroz 

con la subunidad B de la toxina Cólera obteniendo un rendimiento del 2.1% de la proteína 

soluble total, y además observaron que el antígeno generaba una producción de anticuerpos 
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específicos así como protegía a ratones frente a un reto experimental con el patógeno 

(Nochi et al., 2007). Wang y colaboradores transformaron tabaco con la proteína de 

superficie PyMSP4/5 de Plasmodium yoelii  con un rendimiento del 0.02-0.04% de la 

proteína soluble total y observaron la producción de anticuerpos específicos en ratones 

mediante la via de administración parenteral (Wang et al., 2008).  

 

La producción de antígenos vacunales en alfalfa comenzó con la transformación realizada 

por Wigdorovitz y colaboradores en 1999 quienes insertaron el gen de la proteína 

estructural VP1 del virus de la fiebre aftosa al genoma nuclear de la planta. Los autores 

observaron el desarrollo de una respuesta inmune específica en ratones inmunizados 

parenteral y oralmente, además los ratones fueron protegidos frente a un reto experimental 

con el virus (Wigdorovitz et al., 1999). Otro trabajo realizado con este mismo patógeno y 

sistema de expresión fue el de Dus Santos et al. (2005) en dónde insertaron el gen P1 de la 

poliproteína estructural del virus de la fiebre aftosa. Los ratones inmunizados de manera 

parenteral desarrollaron una fuerte respuesta de anticuerpos específicos y fueron protegidos 

frente a un reto infeccioso con el virus.  

 

En 2004, Ziauddin y colaboradores reportaron la transformación nuclear de alfalfa con una 

porción (Lkt50) del gen de la leucotoxina de Mannheimia haemolytica utilizando la cepas 

LBA4404 y C58 de Agrobacterium tumefaciens. Se observó la presencia de polipéptidos 

completos y truncados con ayuda de sueros anti-Lkt66 en las plantas mantenidas in vitro, 

mientras que las plantas de invernadero expresaban solamente el producto completo 

(Ziauddin et al., 2004). Dong y colaboradores realizaron en 2005 la transformación 

genética de alfalfa con un gen con codones optimizados de la proteína VP6 del rotavirus 

humano de grupo A. El nivel de expresión de la proteína recombinante pBsVP6 en alfalfa 

fue de 0.28% de la proteína soluble total; los ratones inmunizados oralmente desarrollaron 

títulos altos de Inmunoglobulinas anti-VP6 en suero e IgA en mucosas, así como la 

descendencia reaccionó de forma menos severa frente a un reto infeccioso experimental con 

el rotavirus (Dong et al., 2005). El año siguiente, Joensuu y colaboradores realizan la 

transformación de cloroplasto de alfalfa con el gen de la subunidad mayor y la adhesina 
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FaeG de Escherichia coli enterotoxigénica F4+ (F4+ ETEC). Los niveles de expresión 

alcanzaron el 1% de la proteína soluble total. La proteína recombinante se mantuvo estable 

durante 2 años en plantas deshidratadas y almacenadas a temperatura ambiente. La 

administración de plantas transgénicas a cerdos junto con la tóxina del cólera como 

adyuvante aumentaron la respuesta inmune y se disminuyó la excresión de E. coli F4+ 

ETEC durante el reto infeccioso experimental (Joensuu et al., 2006). 

 

En 2008, Raymond y colaboradores (Raymond et al., 2008) expresan una lipoproteína de 

membrana externa de Mannheimia haemolytica GS60 en alfalfa para evaluarla como 

vacuna comestible contra la pasterelosis neumónica bovina. Los autores obtuvieron un 

rendimiento del 0.02% de la proteína soluble total. También observaron que los antígenos 

producidos por las líneas transformadas de alfalfa eran reconocidos por anticuerpos 

específicos contra la proteína GS60 en conejos inyectados con las plantas. Es decir, la 

administración oral de alfalfas transgénicas fue capaz de inducir una seroconversión. El 

trabajo más reciente de expresión de vacunas en alfalfa fue realizado por Aguirreburualde 

(2013), en el cual expresaron una versión truncada de la proteína estructural E2 del Virus 

de la Diarrea Bovina (BVDV) fusionada a una proteína llamada APCH, que tiene como 

objetivo a las células presentadoras de antígenos. La concentración de la proteína 

recombinante APCH-tE2 lograda fue de 1 μg/g de preso fresco y su expresión se mantuvo 

estable después de la propagación de las plantas. Los conejillos de indias inmunizados de 

manera parenteral con extractos de hojas de alfalfa transgénicas desarrollaron altos niveles 

de anticuerpos neutralizantes y después de un reto infeccioso realizado en bovinos con 3 μg 

de APCH-tE2 producida en alfalfa estos mostraron protección completa (Pérez et al., 

2013). 

 

El complejo de antígenos 85 (Ag85A, Ag85B y Ag85C) son proteínas altamente 

conservadas con actividad micoliltransferasa presentes en todas las especies de 

micobacterias y abundantemente secretadas en el filtrado de cultivo (Rosseels y Huygen, 

2008). Estas proteínas participan en las últimas etapas del ensamblaje de la pared celular de 

MAP y están codificados por los genes fbpA, fbpB y fbpC, respectivamente (Rosseels et al., 
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2006; Belisle et al., 1997; Kathaperumal et al., 2008). Se ha observado que la proteína 

MAP1609c (Ag85B) se une a fibronectina (Thole et al., 1992; Peake et al., 1993), además 

de ser la proteína secretoria más abundante dentro del complejo de antígenos 85 (Ohara et 

al., 1997). Se han reportado las propiedades inmunogénicas de estos antígenos en ganado y 

ratones experimentalmente infectados con MAP y también en ratones vacunados con la 

proteína recombinante o como vacunas de ADNp. Los resultados demuestran la generación 

de respuestas celulares T fuertes y la producción de las citocinas IL-2, IFN-γ, IL-12, TNF-α 

(Mullerad et al., 2002; Kathaperumal et al., 2008; Park et al., 2008; Rosseels et al., 2008). 

En pruebas in vitro se indujo la producción de interferón gama (IFN- γ), interleucina 2 (IL-

2), interleucina 12 (IL-12) y el factor de necrosis tumoral (TNF-α) (Shin et al., 2005). 

 

MAP0586c es un antígeno que fue descubierto mediante identificación proteómica 

sistemática y análisis inmunoproteómicos del secretoma de MAP (Leroy et al., 2007). Esta 

proteína se identificó como una transglicosilasa putativa (Roupie et al., 2008) y además este 

antígeno ya ha sido evaluado como vacuna de ADN junto con el gen MAP4308c. La 

inmunización de ratones con ADN plasmídico conteniendo los genes MAP0586c y 

MAP4308c indujo una fuerte respuesta inmune de tipo Th1, mientras que el plásmido con 

el gen MAP4308c estimuló respuestas con anticuerpos. Los ratones BALB/c infectados con 

MAP también generaron una respuesta específica para MAP0586c de células T y 

estuvieron parcialmente protegidos contra una infección después de la inmunización con 

ADN, indicando que esta transglicosilasa putativa necesitaba posteriores estudios de 

inmunoprotección en rumiantes (Roupie et al., 2008). 

 

En el año 2012, Celis realizó la transformación genética de alfalfa con los genes 

MAP1609c (Ag85B) y MAP0586c. Para ello, montó un protocolo de transformación 

mediado por cocultivo con Agrobacterium tumefaciens insertando las construcciones 

pMDC32::MAP1609c y pMDC32::MAP0586c  con una eficiencia del 57.5% para el 

primer caso. Celis concluye que su protocolo de transformación representa un buen modelo 

como sistema producción de candidatos vacunales, obteniéndose plantas transgénicas en un 

periodo de 3 meses (Celis, 2012). 
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3. JUSTIFICACIÓN. 

A pesar de los nuevos métodos moleculares e inmunológicos de diagnóstico y el 

descubrimiento de vacunas, la enfermedad de Johne (Paratuberculosis) continúa siendo un 

problema mayor con prevalencia en aumento a nivel mundial. Debido a que un antígeno 

bien definido y fuertemente inmunogénico puede servir tanto para el diagnóstico como para 

vacunación, se han realizado grandes esfuerzos para identificar el antígeno que cumpla 

mejor con estos propósitos para determinado patógeno.  

 

Se han sugerido importantes a los antígenos secretados por las bacterias durante su 

crecimiento para el desarrollo de una respuesta inmune protectora (Andersen, 1994; 

Horwitz et al., 1995). Algunos antígenos secretados por Mycobacterium avium subsp. 

paratuberculosis han sido identificados y el desarrollo de una vacuna inmunoprotectora, 

barata y de fácil aplicación para este patógeno es necesaria. Las vacunas recombinantes 

expresadas en plantas reducirían los costos de vacunación relacionados con el transporte, 

producción, purificación y otros procesos consecuentes usados para las vacunas 

convencionales. Además, se tiene la ventaja de generar una respuesta inmune de mucosas 

desde el tracto intestinal (al ser administradas por vía oral), el sitio de entrada de muchos 

patógenos, un fácil escalamiento, estabilidad de la vacuna, transporte, entre otros 

beneficios.  
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4. HIPÓTESIS. 

Si los antígenos recombinantes MAP1609c y MAP0586c de Mycobacterium avium subsp. 

paratuberculosis son expresados correctamente en alfalfa, entonces, su inmunoreactividad 

podrá ser evaluada frente a anticuerpos de animales infectados naturalmente con la bacteria.  

 

5. OBJETIVOS. 

 

Objetivo general. 

Analizar la presencia y producción de los antígenos recombinantes MAP1609c y 

MAP0586c en alfalfa. 

 

Objetivos particulares. 

1. Identificar las líneas de alfalfa con mayor expresión del antígeno recombinante.  

2. Evaluar la inmunoreactividad de los antígenos recombinantes expresados en alfalfa 

con sueros de animales naturalmente infectados con MAP. 

3. Evaluar la inmunoreactividad de extractos protéicos de alfalfa transgénica con 

anticuerpos específicos de ratones inmunizados con ADNp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

6. MATERIALES Y MÉTODOS. 

6.1. Desarrollo y selección de embriones de alfalfa con los genes MAP1609c y 

MAP0586c. 

La transformación genética de alfalfa se realizó mediante el co-cultivo con Agrobacterium 

tumefaciens (Celis, 2012) en la cual el paso final consiste en la siembra de los explantes 

transformados en medio B5hKCb. Una vez generados los embriones a partir de los 

explantes estos fueron transferidos a frascos con medio Murashige-Skoog (Anexo III) con 

Higromicina (50 mg/L) para la selección de las plantas las cuales sean resistentes al 

antibiótico debido a la correcta incorporación del material genético a su genoma. Los 

embriones deben desarrollarse normalmente hasta formar hojas completas, el aspecto debe 

ser de color verde oscuro, no vitrificadas, ni cafés. Los embriones se transfirieron a frascos 

de vidrio con 20 mL de medio MS/Hig y se descartaron aquellos que no se desarrollaron 

por completo. Finalmente, se descartaron los embriones que no se desarrollaron y se 

individualizaron aquellos que crecieron adecuadamente. Las plantas generaron hojas 

completas y se subcultivaron con el siguiente método: (1) las plantas ya desarrolladas son 

transferidas desde los frascos hacia placas de cerámica estériles (2) se corta el tallo entre los 

nudos (donde se encuentra el tejido somático y que da origen a nuevos brotes) procurando 

dejar 2 nudos en cada corte (3) los esquejes de la planta son transferidos a cajas magenta 

con medio Murashige-Skoog estéril (4) el procedimiento debe realizarse lo más brevemente 

posible para impedir el escape de agua de las hojas debido al cambio brusco de humedad in 

vitro-ex vitro. Las condiciones de cuarto de cultivo fueron de una temperatura de 28 °C y 

un fotoperioso de 16 h luz y 8 h de oscuridad. 

 

6.1.1. Bioensayo de inducción de callo. 

Una vez desarrollados los embriones de alfalfa hasta producir hojas se colectó una ramita 

por línea seleccionada y se transfirieron a placas de petri con agua destilada estéril. Se 

cortaron las 3 hojas hasta la base del tallo y se colocaron sobre cajas petri con medio 

Murashige-Skoog,  2,4-D (1 mg/mL), cinetina (0.1 mg/L) e Higromicina (50 mg/L). Se 

utilizó como control negativo alfalfa Regen SY27 sin transformar. El experimento se 

realizó por triplicado para cada construcción genética, así como para el control negativo. 
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6.2. Confirmación de transformación de alfalfa mediante PCR. 

6.2.1. Extracción de ADNg de alfalfa. 

La extracción de ADNg de alfalfa se llevó a cabo mediante el método de CTAB 

(modificado de Weigel y Glazebrook, 2012).  

 

Se homogenizaron en un mortero frío y estéril 100 mg de tejido vegetal con Nitrógeno 

líquido. Inmediatamente se agregaron 300 μL de Buffer de extracción CTAB 2x (2% (p/v) 

CTAB, 1.4 M NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 20 mM EDTA, 1% v/v 2-marcaptoetanol, 

agregar justo antes de usar). Posteriormente se mezcló e incubó a 65 °C durante 30 minutos 

invirtiendo los tubos cada 5 minutos. Se agregaron 600 μL de Cloroformo:Alcohol 

Isoamílico (24:1) y se homogenizó por inversión. A continuación se centrifugó a 10000 

rpm durante 10 minutos (Hermle Z30K) y se recuperó la fase superior en un tubo nuevo. 

Inmediatamente se agregaron 500 μL de Isopropanol y se mezcló nuevamente por 

inversión. Se incubaron los tubos durante 30 minutos a -20 °C. Posteriormente se 

centrifugaron los tubos a 13000 rpm durante 15 minutos y se decantaron, se lavaron con 1 

mL de Etanol al 70%. Se realizó una última centrifugación a 13000 rpm durante 15 

minutos, se decantó el sobrenadante y se dejó evaporar el Etanol durante 15 minutos. 

Finalmente se resuspendió en un volumen final de 30 μL de agua Milli Q. 

 

6.2.3. Verificación de integridad de ADNg vegetal extraído mediante PCR. 

Para verificar la correcta extracción de ADNg y evaluar su integridad se realizó PCR 

utilizando como ADN templado el material genético extraído de alfalfas y microalgas 

utilizando primers universales para especies vegetales diseñados por Taberlet y 

colaboradores en 1991. Se utilizó el primer forward Trnlc (5’-

CGAAATCGGTAGACGCTACG-3’) y el primer reverse Trnld (5’-

GGGGATAGAGGGACTTGAAC-3’) los cuales generan un producto de aproximadamente 

400 pares de bases. La mezcla de reacción y el programa de PCR se detallan a 

continuación: 
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Buffer GoTaq Flexi 5X 2.5 μL  

MgCl     (25 mM) 1 μL 

dNTP’s  (10 mM) 0.25 μL 

Trnl c (10 μM) 1 μL 

Trnl d (10 μM) 1 μL 

Go Taq Flexi  (1U/μL) 0.1 μL 

ADN (50-100 ng) X 

Agua Milli Q (Vol. Final 12.5 μL) X 

  

94 °C ----- 3 min 

94 °C ----- 1 min 

53 °C ----- 1 min      34 ciclos 

72 °C ----- 1 min 

72 °C ----- 10 min 

25 °C ----- infinito 

6.2.4. PCR de líneas de alfalfa transformantes con los genes MAP1609c y MAP0586c.  

El gen MAP1609c fue amplificado con un primer forward con la secuencia 5’- 

TTTTCTAGAATGGGCCGCGACATCAAGGTC-3’ y un primer reverse 5’-

TTTTCTAGAGTTATCCGCCGCCGCCCG-3’ los cuales generan un producto de 

amplificación de 831 pares de bases y que además poseen un sitio de restricción para la 

enzima XbaI cada uno (marcado en negritas). El gen MAP0586c fue amplificado con el 

primer 5’- GGAAGATCTTGGTGAGCAATCGGCGCACC-3’ (forward) y el primer 5’-

TATAAGAATTCCTGCGGGTGCGCCGCCACGTAGTCGG-3’ los cuales generan un 

producto de amplificación de 961 pares de bases. La mezcla de reacción de PCR para 

ambos juegos de primers se detalla en la siguiente tabla: 

 

Buffer GoTaq Flexi 5X 2.5 μL  

MgCl     (25 mM) 1 μL 

dNTP’s  (10 mM) 0.25 μL 

Primer Fw (10 μM) 1 μL 

Primer Rv (10 μM) 1 μL 

Go Taq Flexi  (1U/μL) 0.1 μL 

DMSO 5% 0.625 μL 

ADN (50-100 ng) X 

Agua Milli Q (Vol. Final 12.5 μL) X 

 

 

 

95 °C ----- 3 min 

95 °C ----- 1 min 

60 °C ----- 1 min      34 ciclos 

72 °C ----- 1 min 

72 °C ----- 10 min 

25 °C ----- infinito 
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6.3. Expresión y purificación de las proteínas recombinantes MAP1609c y MAP0586c 

en E. coli.  

Se analizaron los vectores de expresión pQE-80L::MAP1609c y pQE-80L::MAP0586c 

(Anexo II) gentilmente donados por la Dra. Kris Huygen (Instituto Científico de Salud 

Pública, Bruselas, Bélgica) mediante PCR de punto final para corroborar la presencia de 

una etiqueta de 6xHis la cual permite la purificación mediante cromatografía de afinidad 

(IMAC). Para ello se diseñaron primers flanqueando el gen insertado y la etiqueta de 

histidina, se utilizó el primer forward con secuencia 5’-TGCCACCTGACGTCTAAGAA-

3’ y el primer reverse con secuencia 5’-GAACCGCTCTAAAAGTCCTC-3’, el producto 

de amplificación de los primers es de 1299 pares de bases. La mezcla de reacción y 

programa de amplificación se detallan a continuación: 

 

Buffer GoTaq Flexi 5X 2.5 μL  

MgCl     (25 mM) 1 μL 

dNTP’s  (10 mM) 0.25 μL 

pQE-80LF (20 μM) 1 μL 

pQE-80LR (20 μM) 1 μL 

Go Taq Flexi  (1U/μL) 0.1 μL 

DMSO 5% 0.625 μL 

ADN (50-100 ng) X 

Agua Milli Q (Vol. Final 12.5 μL) X 

95 °C ----- 3 min 

95 °C ----- 1 min 

60 °C ----- 1 min   34 ciclos 

72 °C ----- 1:10 min 

72 °C ----- 10 min 

25 °C ----- infinito 

 

 

 

Una vez analizada la secuencia obtenida por Genewiz (Genewiz Inc., E.U.A.) y 

corroborando la presencia de la etiqueta de Histidinas se procedió a la expresión y 

purificación de las proteínas recombinantes. 

 

6.3.1 Crecimiento e inducción del cultivo. 

Se inocularon 20 mL de medio LB/Ampicilina (100 μg/mL) en un matraz de 100 mL y se 

incubaron los cultivos toda la noche a 37 °C con agitación. Posteriormente se inoculó 1 L 

de medio precalentado a 37 °C (con Ampicilina) con 20 mL de los cultivos anteriores y se 

crecieron a 37 °C con agitación vigorosa (aprox. 120 rpm), hasta una OD600 de 0.6 
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(aproximadamente 80 min). Se indujo la expresión agregando IPTG (Sigma CAT #I5502) 

hasta una concentración final de 1 mM. Se incubaron los cultivos durante 4 horas y se 

colectó 1 mL de células a intervalos de 1, 2, 3, y 4h, estas muestras se centrifugaron a 4000 

x g 5 minutos (Heraus Pico 17, Thermo Scientific), se resuspendieron en 1 mL de PBS y se 

congelaron a -20 °C hasta su uso. Se cosecharon las células por centrifugación a 3500 rpm 

por 30 minutos, se decantó el medio y almacenaron los pellets a -20 °C. 

 

6.3.2 Extracción de proteína de E. coli. 

Se resuspendieron los pellets en 3-5 mL de Buffer de fosfatos (Anexo IV) y se 

homogenizaron en un solo tubo. Se centrifugó a 4000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Se 

decantó el sobrenadante y resuspendieron las células en un volumen igual al pellet de 

Buffer de fosfatos. La lisis consistió en 6 intervalos de sonicación de 10 segundos con 

pausas de 10 segundos en hielo. Se agregó 1 μL de PMSF (Sigma CAT #P7626) por cada 

mL de extracto y se centrifugaron los lisados a 10000 x g durante 10 minutos para remover 

restos celulares. Finalmente se analizaron los extractos protéicos mediante una 

electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 10%. 

 

6.4. Identificación de líneas de alfalfa con mayor expresión de antígeno recombinante. 

6.4.1. Extracción de proteínas de alfalfa. 

Se siguió el protocolo de extracción de proteínas de alfalfa descrito por Ibarra y 

colaboradores en 2011 (Ibarra, et al., 2011) con ligeras modificaciones (extracción sin 

nitrógeno líquido). A lo largo del experimento se mantuvieron las muestras en hielo. Se 

homogenizó la muestra en un mortero frío y con ayuda de perlitas de vidrio (Sigma CAT# 

G4649). Posteriormente se agregó 1.5 mL de Buffer TBE 1X (Anexo IV) por cada 100 mg 

de tejido vegetal y se agitó durante 30 minutos en vórtex. Enseguida se centrifugaron los 

tubos a 12000 x g durante 10 minutos a 20-25 °C. Para finalmente filtrar el sobrenadante 

con un filtro con un tamaño de poro de membrana de 0.45 μm de diámetro. Se almacenaron 

las muestras en congelación a -20 °C. 
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6.4.2. ELISA indirecto de proteínas recombinantes de alfalfa. 

Para la técnica de ELISA indirecta previamente se determinó la concentración óptima de 

anticuerpo primario y secundario a utilizar durante cada prueba. Se utilizó suero colectado 

de una ovejainfectada naturalmente con MAP como anticuerpo primario. Posteriormente se 

evaluaron 35 sueros de animales infectados naturalmente (Gentimente donados por la Dra. 

Sawako Hori, IICV-UABC). 

 

Brevemente, se colocaron 100 μL de extractos de proteína de alfalfa por pocillo a una 

concentración de 20 μg/mL de proteína, un blanco (PBS en lugar de extracto) y un control 

negativo (alfalfa sin transformar) en PBS (Anexo IV) seguido de una incubación de 2 hrs a 

37° C. Inmediatamente se lavó por 5 minutos cada pocillo con PBST (Anexo IV) 3 veces. 

Posteriormente se procedió a bloquear con 200 μL de leche descremada 5% (0.5 g de leche 

en 10 mL de PBST) y a incubar por 2 hrs a la temperatura del cuarto. Se lavó 3 veces con 

PBST e inmediatamente se agregaron 100 μL del anticuerpo primario en PBST.  Se incubó 

la placa durante 1:30 hrs a 37° C. Una vez terminada la incubación se lavó 3 veces con 

PBST. Se agregaron 100 μL de Anti-Goat IgG (Sigma CAT #A5420) a una dilución a 37° 

C en PBST y se incubó la placa durante 1:30 hrs a 37° C. Se lavó la placa 3 veces con 

PBST. Se desarrolló la reacción mediante la adición de 200 μL del sustrato o-fenildiamina 

(Sigma CAT #P8287) y se incubó durante 30 minutos en oscuridad. Se leyeron las 

absorbancias a 405, 450 y 490 nm. 

 

6.5 Producción de anticuerpos específicos contra las proteínas MAP1609c y 

MAP0586c. 

6.5.1 Ratones. 

Se utilizaron ratones de la cepa CD1 de 6-8 semanas de edad y con un peso de 20 g 

aproximadamente para el inicio del experimento. Se alojaron en jaulas con 5 individuos, y 

se organizaron por grupos de inmunización. Los ratones se alimentaron con comida 

comercial y agua disponible para cada jaula. 
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6.5.2 Purificación de ADNp con los genes MAP1609c y MAP0586c por lisis alcalina 

con SDS (Modificado de Sambrook and Russell). 

El vector utilizado para la expresión de los genes de interés en células de mamífero fue el 

plásmido pV1J.ns-tPA (Roupie et al., 2008) donado por la Dra. Kris Huygen (Instituto 

Pasteur, Bruselas, Bélgica. Se cultivaron células previamente transformadas con las 

construcciones pV1J.ns-tPA::MAP1609c y pV1J.ns-tPA::MAP0586c y se continuó con el 

protocolo siguiente: 

 

6.5.2.1 Preparación de inóculo. 

Se inocularon 30 mL de medio LB con el antibiótico de resistencia con 0.1-1 mL de células 

transformadas con el plásmido y se incubó el cultivo a 37 °C con agitación vigorosa hasta 

que las bacterias alcanzaron una O.D.600 =  ̴ 0.6. Posteriormente, se inocularon 500 mL de 

medio LB precalentado a 37 °C con el antibiótico indicado con 25 mL del cultivo y se 

incubó el cultivo por 16 horas a 37 °C a 300 ciclos/min de agitación. Enseguida se colectó 

el resto de las células mediante centrifugación a 2700 x g (4100) por 15 min a 4 °C 

descartando el sobrenadante. Finalmente se resuspendió el pellet en 20 mL de STE enfriado 

en hielo y se colectaron las bacterias por centrifugación. Se almacenó el pellet a -20 °C. 

 

6.5.2.2 Lisis de células.  

Se dejó derretir el pellet de bacterias a temperatura de cuarto por 5-10 minutos y se 

resuspendió el pellet en 1.8 mL de la solución de Birnboim 1 (Anexo IV). Se agregaron 200 

μL de lisozima (10 mg/mL, Sigma CAT #L6876) recién preparada. A continuación se 

agregaron 4 mL de solución II (Anexo IV) recién preparada e inmediatamente se mezcló 

suavemente el contenido de los tubos por inversión. Después se incubaron los tubos durante 

5-10 minutos a temperatura del cuarto. Inmediatamente se agregaron 2 mL de la solución 

III (Anexo IV) y se mezcló suavemente girando el contenido (no deben verse 2 fases en 

este punto). Finalmente se incubó en hielo por 10 minutos seguido de una centrifugación a 

≥20000 x g por 30 minutos a 4 °C, se decantó el sobrenadante claro y descartó el pellet. 
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6.5.2.3 Recuperación de ADN plasmídico. 

Se tomó el sobrenadante y se mezcló junto 0.6 volúmenes de isopropanol en tubos nuevos. 

Se incubó por 10 minutos a temperatura del cuarto y se recuperaron los ácidos nucléicos 

por centrifugación a 12000 x g por 15 minutos a temperatura del cuarto. Posteriormente se 

decantó el sobrenadante con cuidado invertiendo el tubo sobre papel absorbente. Enseguida 

se lavó con etanol al 70% a temperatura de cuarto y se decantó. Finalmente se dejó 

evaporar el etanol remanente por 10-15 minutos y se disolvió el pellet en 300 μL de TE con 

RNAsa (Sigma CAT #R6513). 

 

6.5.2.4 Purificación. 

Se resuspendió el pellet en un volumen de 200 μL de agua Milli Q y se agregó 1 volumen 

(200 μL) de cloroformo: alcohol isoamílico 24:1, se mezcló suavemente en el vórtex hasta 

formar una emulsión opaca. Posteriormente se centrifugó a 12000 x g por 7 minutos y se 

tomó la fase superior acuosa que contiene los plásmidos. Se agregó 1 volumen (200 μL) de 

cloroformo: alcohol isoamílico 24:1 a la fase acuosa recuperada y se agitó nuevamente en 

vórtex. Inmediatamente se centrifugó a 12000 x g por 7 minutos y se transfirió la fase 

acuosa a un tubo nuevo. Se agregaron 2.5 volúmenes (500 μL) de Etanol absoluto frío y 8 

μL de NaCl 5M y se mezcló suavemente por inversión. Se incubó a -80 por 2 hrs seguido 

de una centrifugación a 10000 rpm durante 10 min. Se eliminó el sobrenadante y se lavó 2 

veces el pellet con 1 mL de Etanol al 70% frío seguido de una centrifugación a 10000 rpm 

durante 5 min. Finalmente se descartó el sobrenadante, se resuspendió en Milli Q estéril y 

se almacenó a -20 hasta su uso. 

 

6.5.3 Inmunización de ratones. 

Los ratones fueron inmunizados intramuscularmente a la semana 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 10 con 

100 μg de ADN plasmídico, se inyectaron 50 μg en cada muslo y los grupos se organizaron 

de acuerdo a la configuración siguiente: 
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Grupo 1 (Control -): Volumen de PBS equivalente al total de μL utilizados para 100 μg de 

ADNp. 

Grupo 2: Volumen necesario para un total de 100 μg de la construcción pV1J.ns-

tPA::MAP1609c. 

Grupo 3: Volumen necesario para un total de 100 μg de la construcción pV1J.ns-

tPA::MAP0586c. 

 

La toma de suero se realizó mediante sangrado de la cola y con la ayuda de tubos capilares 

con heparina a la semana 0, 5, 7 y 9. La sangre fue centrifugada a 400 x g durante 10 

minutos, el suero fue diluido en PBS y congelado a -20 °C. Finalmente los ratones fueron 

sacrificados 1 mes después de la última inmunización, la sangre fue colectada y se obtuvo 

el suero mediante centrifugación a 3000 x g durante 5 minutos. 

 

6.5.4 ELISA indirecta con sueros de ratones inmunizados. 

Se utilizó como anticuerpo primario, el suero de los animales inmunizados con ADNp y 

como anticuerpo secundario Anti-Mouse IgG conjugado con peroxidasa (Sigma CAT 

#A9044). En breve: se colocaron en cada pocillo 100 μL de extractos protéicos de E. coli 

inducida 4 hrs con IPTG y transformada con el plásmido pQE-80L::MAP1609c, pQE-

80L::MAP0586c (Anexo II) a una concentración de 20 μg/mL, se utilizó como control 

negativo extracto protéico de E. coli DH5α sin transformar, un blanco con PBS en lugar de 

anticuerpo primario y Anti-Mouse IgG (1:1000) como control positivo de la reacción. 

Enseguida se realizó una incubación de 2 hrs a 37° C. Inmediatamente se lavó por 5 

minutos cada pocillo con PBST 3 veces. Posteriormente se procedió a bloquear con 200 μL 

de leche descremada 5% (0.5 g de leche en 10 mL de PBST) y a incubar por 2 hrs a la 

temperatura del cuarto. Se lavó 3 veces con PBST e inmediatamente se agregaron 100 μL 

del anticuerpo primario en PBST.  Se incubó la placa durante 1:30 hrs a 37° C. Una vez 

terminada la incubación se lavó 3 veces con PBST. Se agregaron 100 μL del anticuerpo 

secundario a 37° C en PBST y se incubó la placa durante 1:30 hrs a 37° C. Se lavó 3 veces 

con PBST. Se desarrolló la reacción mediante la adición de 200 μL del sustrato o-
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fenildiamina (Sigma CAT #P8287) y se incubó durante 30 minutos en oscuridad. Se 

leyeron las absorbancias a 405, 450 y 490 nm. 

 

6.6 Análisis estadístico. 

Se realizó un análisis ANOVA de una sola vía para determinar diferencias significativas 

entre líneas de alfalfa con mayor expresión de proteína recombinante, al igual que para el 

ELISA indirecto con extractos de las líneas con mayor expresión de recombinante frente a 

sueros de animales infectados naturalmente con MAP. Para los datos obtenidos durante el 

bioensayo de producción de anticuerpos y la inmunoreactividad frente a extractos de alfalfa 

y E. coli transgénica se realizó un ANOVA factorial utilizando el software STATISTICA 

8.0 y SigmaPlot 11.0. 
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7. RESULTADOS. 

7.1 Desarrollo y multiplicación de embriones de alfalfa con las construcciones 

MAP1609c y MAP0586c. 

Se partió desde explantes de alfalfa transformados mediante cocultivo con Agrobacterium 

tumefaciens con las construcciones MAP1609c y MAP0586c por el Biólogo Rodrigo Celís 

en 2011 (Celis, 2012) los cuales se desarrollaron en medio B5hKCb (Figura 6). Una vez 

desarrollados los embriones estos se transfirieron a frascos con medio MS e Higromicina 

(50 mg/L) como antibiótico de selección. Debido a la alta proliferación, un total de 100 

embriones transformados con cada construcción fueron transferidos con 5 individuos por 

frasco. Después de algunas semanas, se observaron embriones sin desarrollo, embriones 

con hojas cotidelonares y embriones con hojas nomófilas (Figura 6, incisos b, c y d).  

 

 

 

Figura 6. Desarrollo de embriones y conversión a planta. a) Proliferación de explantes de alfalfa 

transformados con el gen MAP0586c (izquierda) y explantes de plantas de alfalfa Regen SY27 sin 

transformar (derecha). b) Plantas con hojas nemófilas transformadas con el gen MAP0586c. c) Plantas con 

hojas eófilas transformadas con el gen MAP1609c. d) Plantas con hojas coditelonares transformadas con el 

gen MAP1609c. 

a) 

b)  c) d)
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Se clasificó el desarrollo de los embriones de acuerdo al crecimiento de las hojas: embrión 

sin crecimiento, embrión con hojas dicotiledonares y embrión con hojas eófilas o 

nemófilas. De los 100 embriones por construcción transferidos a frascos se construyó la 

tabla 5: 

 

Tabla V. Número de embriones desarrollados a partir de explantes de alfalfa transformada con los genes 

MAP1609c y MAP0586c. 

Frasco SC HC HNE Construcción Frasco SC HC HNE Construcción 

3 0 2 3 MAP0586c 1 0 4 1 MAP1609c 

4 1 1 3 MAP0586c 2 0 3 2 MAP1609c 

6 1 1 3 MAP0586c 5 0 2 3 MAP1609c 

8 2 1 2 MAP0586c 7 3 0 2 MAP1609c 

13 2 0 3 MAP0586c 9 2 1 2 MAP1609c 

14 1 0 4 MAP0586c 10 2 0 3 MAP1609c 

15 1 1 3 MAP0586c 11 2 0 3 MAP1609c 

16 2 0 3 MAP0586c 12 1 0 4 MAP1609c 

20 / / / MAP0586c 17 / / 2 MAP1609c 

21 2 0 3 MAP0586c 18 1 2 2 MAP1609c 

22 0 1 4 MAP0586c 19 3 0 2 MAP1609c 

23 1 2 2 MAP0586c 24 4 0 1 MAP1609c 

26 0 0 5 MAP0586c 25 4 0 1 MAP1609c 

28 0 1 4 MAP0586c 27 2 0 3 MAP1609c 

29 1 2 2 MAP0586c 31 3 0 2 MAP1609c 

30 0 0 5 MAP0586c 32 3 1 1 MAP1609c 

34 2 0 3 MAP0586c 33 4 0 1 MAP1609c 

35 1 2 2 MAP0586c 38 1 3 1 MAP1609c 

36 0 1 4 MAP0586c 39 / 1 / MAP1609c 

37 3 0 2 MAP0586c 40 2 1 2 MAP1609c 

Total 20 15 60  Total 37 18 38  

SC: Embriones sin crecimiento. HC: Embriones con hojas cotiledonares. HNE: Plantas con hojas eófilas o 

nemófilas. /: embriones con necrosis o malformaciones. 
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Un promedio del 75% de los embriones de alfalfa transformada con el gen MAP0586c 

lograron desarrollarse hasta producir hojas eófilas o nemófilas y el 25% de ellas no 

presentaron crecimiento después de su individualización (Fig 6, imagen d). Un promedio 

del 56% de los embriones de alfalfa transformada con el gen MAP1609c desarrollaron 

hojas eófilas o nemófilas mientras que el 44% no mostró crecimiento. Las plantas que no se 

desarrollaron, o aquellas que se desarrollaron con malformaciones, clorosis o vitrificación, 

fueron descartadas y se procedió a individualizar cada embrión. Se descartaron las plantas 

con malformaciones, vitrificación y clorosis y se establecieron 50 líneas de alfalfa con el 

gen MAP0586c y 25 lineas de alfalfa con el gen MAP1609c las cuales posteriormente se 

continuaron propagando. 

 

7.1.1 Bioensayo de inducción de callo. 

Para hacer una primera evaluación sobre la transformación genética de las plantas de alfalfa 

se colocaron explantes foliares sobre medio sólido adicionado con los reguladores de 

crecimiento 2,4-D (1 mg/L) y Cinetina (0.1 mg/L) así como Higromicina (50 mg/L) como 

antibiótico de selección. El vector pMDC32 (Anexo II) cuenta con el gen de resistencia a 

Higromicina, el cual es transferido al organismo objetivo, además del gen de interés. El 

experimento se realizó por triplicado, colocando explantes foliares de las líneas de alfalfa 

transformadas con los genes MAP1609c y MAP0586c en las placas.  

 
Figura 7. Proliferación celular de explantes foliares de alfalfas transformadas con los genes MAP1609c 

(izquierda) y MAP0586c (derecha). Los controles negativos de la placa A1 (derecha) se encuentran en las 

posiciones 26 y 27, ambos sin proliferación alguna y un aspecto clorótico. 
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La proliferación de células se observó mediante estereoscopio y se elaboró una tabla 

resumen de cada placa del experimento (Anexo V). De un total de 50 líneas de alfalfa se 

analizaron 47 explantes con el gen MAP0586c, esto debido a que las hojas de 3 líneas eran 

muy pequeñas y su manejo era dificultoso; así como 23 líneas con el gen MAP1609c. En la 

placa A1 (en la cual se colocaron los explantes de plantas con el gen MAP0586c) se 

observó ligera proliferación en el área de corte de la línea 14 y una ligera proliferación en el 

área de contacto con el medio del control negativo.   

 

En la placa A2 no hubo proliferación de las líneas 8 y 16, así como de los controles 

negativos. En la placa A3 no hubo proliferación de la línea 16 ni de los controles negativos. 

En la serie de placas B se colocó el resto de las líneas con la construcción MAP0586c; en la 

placa B1 las líneas 32, 35 y 38 no mostraron proliferación y la línea 46 mostró ligera 

proliferación en el área de corte; en la placa B2 no se observó crecimiento de las líneas 29, 

32, 35 y 47. En la caja B3 no se observó proliferación de los explantes de las líneas 29, 35 y 

38. Finalmente, todas las líneas de alfalfa transformadas con el gen MAP1609c colocadas 

en las cajas C1, C2 y C3 mostraron proliferación. En resumen, el 100% de los explantes de 

plantas transformadas con el gen MAP1609c mostró proliferación celular formando callo y 

un 89% de los explantes de plantas con el gen MAP0586c demostrando la resistencia 

conferida por la transgénesis. 

 

7.2 Análisis molecular de transformantes de alfalfa con los genes MAP1609c y 

MAP0586c. 

Previo al PCR con primers específicos para los genes se realizó un PCR con primers 

universales para planta, con el objetivo de verificar la integridad del ADNg extraído. En 

todas las líneas de alfalfa transformadas con el gen MAP1609c, excepto las líneas 8, 23 y 

24, se amplificó a un producto de tamaño correcto (aproximadamente 1000 pares de bases), 

confirmando la presencia del transgén en el genoma de la planta. En ambos casos el ADN 

de alfalfa sin transformar resultó negativo. No fue posible la amplificación de las líneas de 

alfalfa transformadas con el gen MAP0586c en ninguno de los PCR’s (Fig. 8). Se 

modificaron algunos parámetros como la concentración de ADN templado y la temperatura 
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de alineamiento de los primers, obteniendo los mismos resultados. Se decidió continuar con 

el subcultivo de todas las líneas y confirmar la transgénesis mediante otros métodos 

moleculares.  

 

Figura 8. Amplificación de ADN genómico de líneas de alfalfa transformadas con los genes MAP1609c y 

MAP0586c. 

 

M: 1 Kb Plus (Invitrogen™ #CAT. 10787-018). (-) Control negativo agua Milli Q. (+) Control positivo 

plásmido pV1J.ns-tPA::MAP1609c y pV1J.ns-tPA::MAP0586c. 
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7.3 Identificación de las líneas de alfalfa con mayor expresión de las proteínas 

recombinantes MAP1609c y MAP0586c. 

Se evaluó la expresión de proteína recombinante entre líneas mediante la técnica de ELISA 

indirecta, la cuál se basa en el reconocimiento Antígeno-Anticuerpo y la reacción de un 

anticuerpo marcado con un sustrato que genera una coloración proporcional a la cantidad 

de complejos formados. Las absorbancias obtenidas a 405 nm en la prueba de ELISA 

indirecta con extractos proteicos de alfalfas transformadas con los genes MAP1609c y 

MAP0586c mostraron las líneas con mayor expresión de proteína recombinante (Fig. 9). El 

análisis estadístico realizado mediante SigmaPlot mostró una falta de normalidad en los 

datos por lo que se realizó un análisis de varianza Kruskal-Wallis de una vía para los rangos 

mostrando diferencias estadísticamente significativas (p=0.001). 

 

Figura 9. ELISA indirecta con líneas de alfalfa transformadas con los genes MAP1609c (85) y MAP0586c 

(86). 

 
Control negativo: Alfalfa sin transformar (Regen). Control negativo: PBS como anticuerpo primario (Blanco). 

Suero de animal infectado naturalmente con MAP como anticuerpo primario (1:1000).  
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La línea L8520 transformada con el gen MAP1609c mostró la mayor absorbancia, seguida 

por las líneas 4, 19, 6 y 12. La diferencia entre la línea 20 y las plantas sin transformar fue 

de casi el doble de la absorbancia. Para el caso de las plantas transformadas con el gen 

MAP0586c, la línea 41 mostró la mayor absorbancia, seguida de las líneas 15, 13, 31, y 12. 

La diferencia de la línea 41 con respecto a las plantas sin transformar fue de casi el triple de 

la absorbancia. La comparación entre la línea 41 y 20 transformadas con los genes 

MAP0586c y MAP1609c, respectivamente, hace notar una posible mayor expresión de 

proteína recombinante en la primera. 

 

7.4 Inmunoreactividad de extractos proteicos de las líneas 20 y 41 transformadas con 

los genes MAP1609c y MAP0586c con sueros de animales infectados naturalmente con 

MAP. 

Las pruebas de identificación de las líneas con mayor expresión de proteína recombinante 

se realizaron con un suero colectado de una oveja infectada naturalmente. Posteriormentese 

utilizaron 35 sueros colectados de otros animales infectados naturalmente, y se probaron 

contra los extractos de las líneas que presentaron mayor expresión de antígenos 

recombinantes mostrando absorbancias muy distintas. El suero con mayor título de 

anticuerpos específicos contra las proteínas recombinantes de MAP fue el suero #8 (Figs 10 

y 11). En ambos casos llegó a ser casi el doble de la absorbancia obtenida en el control 

negativo con alfalfa sin transformar (Control -).  

 

Los sueros 128prei, 123, 128post, 74 y 62 registraron absorbancias más bajas que el control 

negativo de alfalfa sin transformar en la prueba contra extractos protéicos de plantas 

transformadas con la proteína MAP1609c; sin embargo, el resultado fue el contrario para 

los extractos de la proteina MAP0586c (excepto el suero 62). Al realizar el análisis de 

varianza de una via (ANOVA) el valor de significancia (p=0.001) mostró diferencias 

estadísticamente significativas para la ELISA indirecta con extractos de alfalfa con la 

proteína MAP0586c, de igual forma para la proteína MAP1609c se observaron diferencias 

estadísticamente significativas (p=0.001). 
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El suero 58 registró absorbancias menores a las del control negativo en ambos casos. Se 

observaron absorbancias más altas que las del control negativo de alfalfa sin transformar en 

26 de los 35 sueros utilizados para los extractos proteicos de la línea 20 de alfalfa 

transformada con el gen MAP1609c (Fig 10). La ELISA indirecta realizada con extractos 

proteicos de la línea de alfalfa 41 transformada con el gen MAP0586c (Fig. 11) mostró una 

mayor absorbancia que la del control negativo de alfalfa sin transformar en 32 de los 35 

sueros utilizados, (suero 58, 62 y 17IICV mostraron absorbancias menores al control 

negativo) indicando que un número mayor de sueros tenían anticuerpos específicos contra 

la proteína MAP0586c que contra la proteína MAP1609c. 

 

Figura 30. ELISA indirecta con extractos protéicos de la línea 20 de alfalfa transformada con el gen 

MAP1609c. 

 
Control negativo de alfalfa sin transformar (Control -). Control negativo con PBS como anticuerpo primario 

(Blanco). Anticuerpo primario obtenido de cabras infectadas naturalmente con MAP (Dil. 1:25). 
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Figura 4. ELISA indirecto con extractos protéicos de la línea 41 de alfalfa transformada con el gen 

MAP0586c. 

 
*Control negativo de alfalfa sin transformar (Control -). Control negativo con PBS como anticuerpo primario. 

Anticuerpo primario obtenido de cabras infectadas naturalmente con MAP (Dil. 1:25). 

 

7.5 Expresión y purificación de proteínas recombinantes de Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis en Escherichia coli. 

Para lograr la determinación de la cantidad de proteína recombinante expresada por las 

plantas transformadas con los genes MAP1609c y MAP0586c es necesario elaborar una 

curva patrón de concentraciones conocidas de proteína recombinante purificada, y 

comparar las absorbancias generadas en una prueba de ELISA indirecta frente a las 

absorbancias generadas por las plantas. Primeramente, se corrieron los extractos de los 

cultivos inducidos al tiempo 0 y a la hora 1, 2, 3 y 4 en una electroforesis desnaturalizante 

en gel de poliacrilamida al 10%. La expresión de la proteína recombinante fue 

incrementándose a cada hora, obteniéndose la mayor intensidad de la banda a las horas 3 y 

4 postinducción. Los extractos protéicos tomados antes de la adición de IPTG no mostraron 

producción de la proteína recombinante. Se corrieron también muestras de sobrenadante en 

geles de poliacrilamida bajo las mismas condiciones para determinar si la proteína era 

excretada el medio de cultivo, sin embargo no se observaron ninguna banda de proteína. 
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Figura 5. Expresión de proteínas recombinantes en E. coli transformadas con los plásmidos pQE-

80L::MAP1609c y pQE-80L::MAP0586c. 

 
MPM: Precision Plus Dual Color (Bio-Rad #CAT. 161-0374). Proteínas de E. coli DH5α sin transformar (A). 

E. coli sin inducir (B). 1 hr de inducción (C). 2 hr de inducción (D). 3 hr de inducción (E). 4 hrs de inducción 

(F). Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 10%. 

 

Bajo condiciones desnaturalizantes, se observó que la proteína MAP1609c tiene un tamaño 

aproximado de 32.12 kD lo cual concuerda con los cálculos dado que el gen cuenta con 876 

pares de bases (sin contar el péptido señal). Por otra parte, la proteína MAP0586c sí se 

encuentra con péptido señal y tiene un tamaño de 942 pares de bases, lo cual equivale 

aproximadamente a 34.54 kD. Se realizaron extractos proteicos de los pellets obtenidos 

después de 4 horas postinducción, se confirmó la correcta expresión de las proteínas 

recombinantes mediante electroforesis desnturalizante en gel de poliacrilamida y los 

extractos fueron cargados en una columna cromatográfica de afinidad (IMAC). Los 

extractos fueron cargados a las columnas en buffers con condiciones nativas y 

desnaturalizantes para proteínas, sin embargo en ninguno de los dos casos fue posible 

observar la proteína purificada mediante electroforesis desnaturalizante en las fracciones 

obtenidas en la columna. Se probaron otros métodos de purificación en la que los extractos 

eran centrifugados con filtros de exclusión molecular, pero la electroforesis de las 

fracciones no mostró una correcta separación. Se realizó electroelusión con cortes de gel de 

MPM    A         B            C          D          E         F         B         C         D           E              F      MPM 

37 kD 

25 kD 

MAP1609c MAP0586c
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poliacrilamida conteniendo la proteína recombinante, y se corrieron las muestras en 

electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida sin observarse una correcta difusión 

de las proteínas desde el gel durante la electroelusión. 

 

7.6 Inmunoreactividad de sueros de ratones inmunizados con ADN plasmídico con los 

genes MAP1609c y MAP0586c frente extractos de alfalfa transgénica. 

La producción de anticuerpos específicos contra proteínas recombinantes es una parte 

crucial en el análisis de expresión de antígenos recombinantes en cualquier organismo. En 

este experimento se inmunizaron ratones de la cepa CD1 intramuscularmente con los 

plásmidos de expresión en mamífero pV1J.ns-tPA::MAP1609c y pV1J.ns-

tPA::MAP0586c. El suero colectado de los 3 grupos 30 días después de la última 

inmunización de los ratones fue analizado frente a extractos protéicos de alfalfas sin 

transformar, extractos de la línea 20 (MAP1609c) y extractos de la línea 41 (MAP0586c). 

No se observaron diferencias significativas entre el grupo control y los grupos inmunizados 

con ADN plasmídico, así como respecto al control negativo de la reacción en la cual se 

sustituyó el anticuerpo primario por PBS. El análisis estadístico mostró una igualdad entre 

las medias poblacionales (p=0.613) mientras que entre las medias muestrales no fue este el 

caso (p=0.3416). Lo anterior prueba que no existen diferencias notables entre los grupos de 

inmunización, utilizando extractos proteicos de alfalfa en la placa de ELISA como antígeno 

así como entre las proteínas de alfalfa de cada grupo de inmunización. 
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Figura 6. ELISA indirecta con sueros de ratones inmunizados con los plásmidos pV1J.ns-tPA::MAP1609c, 

pV1J.ns-tPA::MAP0586c frente a proteínas de alfalfa transgénicas y silvestre.  

 
Control -: solución salina (PBS). Control negativo de reacción: PBS (Blanco) en lugar de anticuerpos de 

ratón. Control positivo: Antimouse IgG conjugada con peroxidasa de rábano. Dilución 1:500 del anticuerpo 

primario. Dilución 1:1000 del anticuerpo secundario. 

 

7.7 Inmunoreactividad de sueros de ratones inmunizados con ADN plasmídico con los 

genes MAP1609c y MAP0586c frente extractos de E. coli transformante. 

Se probaron los sueros de los ratones inmunizados con ADNp frente a extractos de E. coli 

sin transformar (Control negativo), y extractos de E. coli inducidos con IPTG por 4 h con 

las construcciónes pQE-80L::MAP1609c y pQE80L::MAP0586c. Al leer la placa a 450 nm 

no se observan diferencias entre los grupos de ratones inmunizados con PBS, con el 

plásmido pV1J-ns-tPA::MAP1609c y pV1J-ns-tPA::MAP0586c. El análisis estadístico 

ANOVA realizado entre los grupos de ratones corroboró lo anterior con un nivel de 

significancia p=0.065. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas entre 

proteínas de E. coli y extractos, indicando una mayor producción de anticuerpos específicos 

para el caso del antígeno MAP1609c en relación con la alfalfa sin transformar y el antígeno 
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MAP0586c. El análisis estadístico ANOVA mostró diferencias significativas con un nivel 

de significancia de p=.006. 

 

Figura 7. ELISA indirecta con sueros de ratones inmunizados con los plásmidos pV1J.ns-tPA::MAP1609c y 

pV1J.ns-tPA::MAP0586c frente a extractos de E. coli DH5α expresantes de las proteínas recombinantes 

MAP1609c y MAP0586c. 

 
Control -: solución salina (PBS). Control negativo de reacción: PBS (Blanco) en lugar de anticuerpos de 

ratón. Control positivo: Antimouse IgG conjugada con peroxidasa de rábano. Dilución 1:500 del anticuerpo 

primario. Dilución 1:1000 del anticuerpo secundario. 
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8. DISCUSIÓN. 

Desarrollo y confirmación de transgénesis de embriones de alfalfa con los genes 

MAP1609c y MAP0586c. 

El desarrollo de las plantas de alfalfa transformadas con los genes MAP1609c y MAP0586c 

inició con la transferencia de 100 embriones a frascos con medio MS estéril, de las cuales 

hubo una regeneración a plantas transgénicas completas del 75% y 56% para el caso de 

alfalfa con el transgén MAP0586c y MAP1609c, respectivamente. Estos porcentajes de 

regeneración de plantas se encuentran dentro del rango obtenido por Ding et al., (2003) 

quien reporta un porcentaje entre 37 y 83%. De igual manera existen más reportes sobre las 

bajas frecuencias de regeneración de alfalfa, falta de reproducibilidad y dependencia del 

genotipo (Schroeder et al., 1991; Bagga et al., 1992; Samac, 1995). Du y colaboradores 

reportan que el uso de diversas cepas de A. tumefaciens y vectores de transformación en 

distintos genotipos de alfalfa influyó en el número de plantas transgénicas obtenidas (Du et 

al., 1994). Lo anterior indicó que la variación del porcentaje de embriones desarrollados 

puede estar relacionada inclusive a estos factores. De igual manera este efecto se ha 

observado en soja, en donde una determinada cepa de Agrobacterium fue probada con 

distintos genotipos de la planta, dando frecuencias de transformación con un rango de 0 a 

100% (Byrne et al., 1987). La variación del desarrollo de embriones y crecimiento a plantas 

completas puede verse afectada también por la alteración o la pérdida de un transgén 

durante la recombinación somática o la conversión de genes (Lebel et al., 1993). La 

posibilidad de plantas no transgénicas o tejido revertido y que se vuelve prominente en una 

planta transgénica puede ser considerada en cultivos como la alfalfa. Esta planta se somete 

a ciclos repetidos de cosecha y recrecimiento a partir de múltiples brotes y es sometida a 

una gran variedad de estresores durante un periodo de años (Du et al., 1994). La 

proliferación celular durante el bioensayo de regeneración de callo mostró una clara 

diferencia respecto a los controles negativos de alfalfa sin transformar, los cuales se 

volvieron necróticos debido al antibiótico de selección Higromicina. La resistencia 

conferida gracias a la integración al genoma del gen de resistencia permitió a las plantas 

transgénicas la proliferación sobre el medio, confirmando de esta manera la transgénesis y 

permitiendo también el descarte de líneas (para el caso de las plantas transformadas con el 
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gen MAP1609c, ya que al no poder amplificarse el gen MAP0586c mediante PCR las 

líneas que no proliferaron en el bioensayo no pudieron confirmarse). Estos resultados son 

similares a los reportados por Desgagnés y colaboradores quienes también realizaron un 

bioensayo de regeneración de callo de sus plantas transgénicas observando la rápida 

necrosis y desecación de los controles negativos y las plantas no transgénicas (Desgagnés et 

al., 1995). El PCR confirmó la transgénesis de líneas de alfalfa transformadas con el gen 

MAP1609c, mientras que ninguna línea con el gen MAP0586c pudo ser amplificada. La 

correcta actividad de la enzima se observó mediante la amplificación del control positivo 

con los primers utilizados, por lo que se decidió demostrar la transgénesis de las líneas de 

alfalfa con este gen mediante qPCR sin éxito. Es interesante el hecho de que la ausencia de 

proliferación en líneas transgénicas de alfalfa ha sido reportada por Shao y colaboradores, 

quienes obtuvieron líneas transgénicas que si bien no mostraron crecimiento celular en 

presencia de la hormona de crecimiento 2,4-D y cinetina pudieron ser confirmadas 

mediante PCR (Shao et al., 2000). 

 

Un aspecto importante a considerar es que MAP posee un alto contenido de G+C en su 

genoma (Saviola y Bashai, 2006; Shinnick y Good, 1994) que puede dificultar la 

hibridación correcta de los primers. Sin embargo, no se observaron amplificaciones de 

productos inespecíficos (productos de menor o mayor tamaño al esperado). En contraste, 

Desgagnés y colaboradores observaron la hibridación inespecífica de sus primers con el 

genoma de alfalfa y probaron una temperatura de alineamiento más alta (Desgagnés et al., 

1995). En ese trabajo también se modificaron las concentraciones de ADN templado y 

temperaturas de alineamiento, sin embargo, para su caso sí fue posible la amplificación del 

gen objetivo. Otra forma de solventar este problema es la adición de reactivos como el 

DMSO que mejoran la eficiencia y especificidad en la amplificación (Kitade et al., 2003).  
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Evaluación de la inmunoreactividad de los antígenos recombinantes expresados en 

alfalfa con sueros de animales naturalmente infectados con MAP. 

Para corroborar la transgénesis de las plantas transformadas con el gen MAP0586c y el 

nivel de expresión de las plantas transformadas con el gen MAP1609c se realizaron pruebas 

de ELISA indirecta sometiendo extractos de alfalfa a sueros de animales infectados con 

MAP. La selección de líneas transgénicas con mayor expresión y la concentración de los 

antígenos recombinantes en plantas transgénicas suele determinarse mediante Western blot 

(Lee et al., 2008; Dus Santos et al., 2002;), ELISA (Dong et al., 2005; Wang et al., 2012; 

Pérez A. M. S. et al., 2013; Wigdorovitz et al., 1999, Festa et al., 2013). El método 

utilizado en este trabajo consistió en comparar las absorbancias obtenidas en la prueba de 

ELISA indirecta de los extractos protéicos de alfalfa utilizando anticuerpos de animales 

infectados naturalmente con MAP. Las líneas 20 y 41 transformadas con los genes 

MAP1609c y MAP0586c, respectivamente, mostraron las mayores absorbancias 

comparadas con el control negativo de alfalfa sin transformar. Así también, el análisis 

estadístico comprobó que existían diferencias significativas y que no todas las medias eran 

iguales. Al no contar con anticuerpos monoclonales antiMAP1609c y antiMAP0586c y 

utilizar anticuerpos generados por animales naturalmente infectados, existe la probabilidad 

de obtener una mayor respuesta para un antígeno que para el otro. Esto  se observó al 

comparar las absorbancias obtenidas en el suero 128pre, 128post y 74, los cuales muestran 

una absorbancia mucho mayor con extractos de alfalfa transformada con el gen MAP0586c 

que con los extractos de alfalfa transformada con el gen MAP1609c comparados con el 

control negativo. Lo anterior puede explicar la baja absorbancia de las líneas transformadas 

con el gen MAP1609c durante la selección de las líneas con mayor expresión de 

recombinante.  

 

Evaluación de la inmunoreactividad de extractos de alfalfa con anticuerpos específicos 

de ratones inmunizados con ADNp. 

En gran cantidad de trabajos de expresión de recombinantes en plantas la proteína es 

comparada con la misma proteína recombinante purificada producida en un sistema 

unicelular (generalmente E. coli), estableciendo así un control positivo y una referencia 
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visual durante los SDS-PAGE’s y posteriormente en Western blot (Lee et al., 2008; Dong 

et al., 2005; Pérez et al., 2013; Gorantala et al., 2011). La expresión de las proteínas 

recombinantes MAP1609c y MAP0586c en E. coli DH5α fue monitoreada durante 4 hrs a 

intervalos de 1h post-inducción, mostrando la mayor producción de proteína recombinante 

a partir de las 3 hrs. Basagoudanavar y colaboradores reportan en 2004 la expresión de una 

proteína de MAP de 35 kD en E. coli. En este trabajo logran observar la producción de la 

proteína recombinante a partir de los 30 minutos después de la inducción con IPTG y que 

después de la hora 3 el nivel de expresión de la recombinante se mantuvo casi constante. Lo 

anterior concuerda con los resultados obtenidos ya que después de la hora 2-3 el nivel de 

recombinante se mostró estable. A pesar de utilizar distintos genes y distinto vector de 

expresión, las pruebas de localización celular de la proteína recombinante son similares a 

las reportadas por Basagoudanavar quienes demostraron también que su proteína no era 

excretada al medio sino era intracelular (Basagoudanavar et al., 2004). También 

demostraron que las proteínas recombinantes producidas en E. coli eran reconocidas por 

sueros de animales naturalmente infectados con MAP, lo cual concuerda con los resultados 

obtenidos. 

 

De acuerdo al tamaño calculado de cada proteína (32.13 kD y 34.54 kD para la proteína 

MAP1609c y MAP0586c, respectivamente) se pudieron observar pequeñas diferencias 

entre los pesos moleculares calculados y los obtenidos mediante SDS-PAGE 

(aproximadamente 32-34 kD para la proteína MAP1609c y 37 kD para la proteína 

MAP0586c). Esto concuerda con lo reportado por Mullerad y colaboradores en 2002, 

quienes clonaron el gen MAP1609c en E. coli y reportan que la presencia de una etiqueta 

de 6xHis puede cambiar, además de su adición de su propio peso molecular al peso 

molecular total de la proteína recombinante, la migración de la proteína en el SDS-PAGE 

(Mullerad et al., 2002). Además Bachrach y colaboradores demostraron que después de la 

eliminación de la etiqueta de 6xHis por digestión mediante enteroquinasa, la proteína 

recombinante era idéntica a la nativa en cuanto a su peso molecular y patrón de migración 

(Bachrach et al., 1997). Otras diferencias significativas respecto a pesos moleculares de 

proteínas recombinantes expresadas en E. coli pueden deberse a fusiones con otras 
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proteínas grandes que facilitan la localización y purificación de la proteína recombinante 

(Zhang et al., 2011).  

 

La producción de anticuerpos específicos para la proteína MAP0586c se llevó a cabo 

mediante la inmunización de ratones con ADNp con dicho gen. Sin embargo no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas en las pruebas de ELISA indirecta 

realizadas contra extractos de alfalfa transformada con el mismo gen ni contra extractos de 

E. coli. Comparando las varianzas entre grupos y entre muestras, el único trabajo realizado 

con este gen evaluado como vacuna de ADNp es el reportado por Roupie y colaboradores 

(Roupie et al., 2008) en dónde reportan la baja producción de anticuerpos específicos 

contra esta proteína en ratones de la cepa C57BL/6 y BALB/c. Esto concuerda con los 

resultados obtenidos en este experimento. Al desconocer la cantidad de proteína 

recombinante expresada por alfalfas transgénicas y E. coli transformadas con el gen 

MAP0586c estos resultados no pueden ser comparados en su totalidad, ya que Roupie y 

colaboradores utilizaron una concentración de recombinante conocida para las pruebas de 

ELISA.  

 

La producción de anticuerpos específicos contra la proteína MAP1609c por otra parte, si 

bien no mostró diferencias estadísticamente significativas con extractos protéicos de alfalfa 

transgénica, demostró una diferencia significativa en la prueba de ELISA realizada con 

extractos de E. coli transformada con dicho gen. Dichas diferencias son significativas si son 

comparadas contra el grupo de inmunización control (PBS) así como contra el valor 

obtenido con extractos de alfalfa sin transformar. Estos resultados concuerdan con los 

obtenidos por Park (Park et al., 2008) y Rosseels (Rossels et al., 2002), quienes 

inmunizaron ratones con un plásmido con el gen MAP1609c y reportan que los títulos de 

anticuerpos generados contra este plásmido fue más alto que el del grupo control. 
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9. CONCLUSIONES. 

La transgénesis de las líneas de alfalfa pudo confirmarse mediante la técnica de PCR y 

ELISA indirecta utilizando suero de animal infectado naturalmente con MAP indicando un 

reconocimiento de los antígenos por los anticuerpos específicos. El suero de animal 

infectado permitió de igual forma identificar las líneas de alfalfa con mayor expresión de 

las proteínas recombinantes, siendo la línea 20 con el gen MAP1609c y la línea 41 con el 

gen MAP0586c las mayores productoras de antígeno. Las proteínas recombinantes 

producidas en E. coli también fueron reconocidas por sueros de animales naturalmente 

infectados haciendo notar una diferencia entre títulos de anticuerpos para cada antígeno en 

un mismo suero. Finalmente, los anticuerpos producidos en ratónes inmunizados con el gen 

MAP1609c mostraron un mayor título en relación con los ratones inmunizados con el gen 

MAP0586c utilizando extractos de E. coli a diferencia de los extractos de alfalfa los cuales 

no mostraron diferencia alguna.  
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ANEXO I. Material biológico. 

E. coli DH5α. Estas células tienen una alta importancia en investigación científica. 

Frecuentemente se usan para la transformación con ADN plasmídico para su posterior 

amplificación, ya que con cada división celular el plásmido es copiado. Lo anterior gracias 

a la mutación en el gen endA1 el cual inactiva la endonucleasa intracelular encargada de la 

degradación del ADNp. Además, permite la selección de transformantes utilizando X-gal 

con vectores con el gen lacZ. La mutación en el gen recA1 elimina la recombinación 

homóloga reduciendo las probabilidades de deleción y multimerización de vectores. El 

genotipo de esta cepa es el siguiente: F-φ80lacZΔM15Δ(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 

endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1λ-2174. 

 

Alfalfa Regen SY27 (Medicago sativa L.). Linea de alfalfa seleccionada por su alta 

capacidad de regeneración (85-90%) y alta eficiencia de transformación utilizando A. 

tumefaciens. Genotipo diseñado para producción de proteínas. Esta clona fue amablemente 

donada por Sandra Austin-Phillips del Laboratorio de Biotecnología de Plantas de la 

Universidad de Wisconsin, E. U. 

 

Ratón CD-1 (Mus musculus). El ratón de la cepa CD-1 se usa en experimentación general, 

así como en estudios de oncología, toxicología, teratología, envejecimiento, y como modelo 

para cirugía. Posee como ventaja su variabilidad genética, lo cual puede servir como 

ventaja en la clonación posicional de un loci de rasgo cuantitativo para la selección 

genotípica y fenotípica de un rasgo especial. La apariencia de los ratones CD-1, al igual que 

la cepa BALB/c, es albino. 
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ANEXO II. Vectores de transformación. 
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ANEXO III. Medios de cultivo, antibióticos y reguladores de crecimiento. 

 

Medio LB (Luria-Bertani). 

Por litro: 

Triptona   10 g 

Extracto de levadura   5 g 

NaCl    10 g 

Aforar a 1 L con agua destilada y agitar hasta que los solutos se disuelvan. Ajustar el pH a 

7.0 con NaOH 5 N. Esterilice en autoclave por 20 minutos (si se va a agregar antibiótico 

este se agrega antes de cultivar después de esterilizar). 

 

Medio Murashige-Skoog (MS). 

Cada solución se prepara pesando y disolviendo en el orden indicado cada reactivo, antes 

de adicionar el siguiente, en un vaso de precipitados de vidrio conteniendo agua destilada y 

en agitación por barra magnética. 

 

Solución 1: KNO3..................19.0 g 

  NH4NO3..............16.5  g 

  KH2PO4..........….1.7  g 

  MgSO4 · 7H2O....3.7  g 

  H2O cbp...............1000 mL 

  

Solución 2:     CaCl2 · 2H2O........4.4   g 

            H2O cbp................1000 mL 

 

Solución 3:     Na2EDTA · 2H2O……...0.373  g 

                        FeSO4 · 7H2O.................0.278  g 

            H2O cbp.................…….1000   mL 
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Solución 4:     H3BO3....................0.310 g                                                        

                       MnSO4 · H2O.........0.845 g 

                       ZnSO4 · 7H2O........0.430 g 

           KI............................0.0415 g 

                       Na2MoO4 · 2H2O...0.0125 g 

 

Solución 5:   CuSO4 · 5H2O..........0.250 g 

                       CoCl2 ·6H2O.............0.250 g 

                       H2O cbp ..................100 mL 

 

1. Preparación del medio de cultivo: 

 

2.a En un vaso de precipitados se adicionan las alícuotas correspondientes de cada 

solución stock, en el orden indicado (volúmen para un litro de medio final): 

 Solución 1: 100 ml 

Solución 2: 100 ml 

Solución 3: 100 ml 

Solución 4:   10 ml 

 Solución 5:   10 ml 

2.b Se agrega y disuelve la sacarosa, los reguladores de crecimiento y se adiciona 

agua destilada para un volumen cercano al volúmen final de medio. 

2.c Se ajusta el pH a 5.8 y posteriormente se adiciona agua destilada hasta el 

volúmen final de medio. 

2.d En caso de preparar medio semisólido, se adiciona agar bacteriológico en 

concentración de 0.8% y se disuelve en el horno de microondas, agitando 

frecuentemente, hasta que se observe la fusión total del agar. 

2.e  Una vez disuelto, el medio se distribuye en los recipientes de cultivo 

correspondientes y se esteriliza en autoclave a 121C y 1.05 Kgcm-2 de presión. 

Al concluir la esterilización se dejan solidificar sobre una superficie plana. 
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Ampicilina (Stock) 100 mg/mL en H2O. Esterilizar con filtro de 0.2 µm. Almacenar 

alícuotas a -20 °C.  

 

Higromicina Stock 50mg/mL en dH2O. Esterilizar con filtro de 0.2 µm. Almacenar 

alícuotas a -20 °C. 

 

2,4-D  (10 mM) 10 mL 

Disolver 0.0221 g en 10 mL de etanol al 95%. Almacenar a 4 °C. 

 

Cinetina 

Disolver 21.5 mg en 1 mL de NaOH 1N, aforar a 10 mL con agua destilada y esterilizar por 

filtración. Almacenar a -20 °C. 
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ANEXO IV. Soluciones y reactivos. 

Go Taq Flexi DNA Polymerase (Promega CAT# 9PIM829) 

 

RNAsa pancreática (1 mg/mL) 

Disolver 2 mg de RNAsa I pancreática en 2 mL de TE (pH 7.6). 

 

Solución de Lisis Alcalina I (Birnboim I) 

50 mM Glucosa 

25 mM Tris-Cl (pH 8.0) 

10 mM EDTA (pH 8.0) 

Prepare la solución de stocks estándares en lotes de 100 ml, esterilizar por autoclave, 

almacenar a 4 °C. 

 

Solución de Lisis Alcalina II (antes de usar) (Birnboim II) 

0.2 N NaOH (diluida en ese momento de un stock 10 N) 

1 % (p/v) SDS 

Almacenar a temperatura del cuarto. 

 

Solución de Lisis Alcalina III (Birnboin III) 

5 M Acetato de Potasio 60 mL 

Ácido acético glacial  11.5 mL 

H2O    28.5 mL 

Almacenar a 4 °C y transferir a hielo justo antes de usar. 

 

Tris EDTA (TE) (pH 8.0) 

100 mM Tris-Cl (pH 8.0) 

10 mM EDTA (pH 8.0) 

Esterilizar en autoclave. Almacene a temperatura de cuarto. 
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STE 

10 mM Tris-Cl (pH 8.0) 

0.1 M NaCl 

1 mM EDTA (pH 8.0) 

Esterilizar en autoclave. Almacenar a 4 °C. 

 

Cloroformo: Alcohol Isoamílico 24:1 

Agregar 24 partes del volumen total de Cloroformo y 1 parte de Alcohol Isoamílico. Es 

opcional Agregar TE para que este no se evapore. Utilizar material de  vidrio para preparar 

la solución y realizarlo en campana de extracción, utilizar guantes. Almacenar a 4 °C y 

protegido de la luz. 

 

IPTG (1M) (al 20% = 0.8M) 

238 mg/mL en H2O. Esterilizar con filtro de 0.2 µm. Almacenar alícuotas a -20 °C. 

 

PMSF (100 mM). 

Disolver en isopropanol y almacenar a 2-8 °C. 

 

Buffer de fosfatos 

NaH2PO4 50 mM 

NaCl 300 mM 

Ajustar el pH a 8.0. 

 

EDTA 0.5 M (50 mL) 

9.305 g EDTA disódico 

Disolver en 40 mL de agua y ajustar el pH con NaOH. Llevar a un volumen final de 50 mL. 

Esterilizar en autoclave. 
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TBE 5X (1 Lt) 

54 g Trisma base 

27.5 g Ácido Bórico 

20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

 

TBE 1X (100 mL) 

20 mL TBE 5X 

80 mL Agua Destilada 

 

Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4) 0.2 M 

2.8 g en 100 mL de Milli Q 

 

Ácido Cítrico (H3C6H5C7 H2O) 0.1 M 

2.1015 g en 100 mL de Milli Q 

 

Buffer Citrato-Fosfato pH 5.0 

Sol. Fosfato de Na 0.2 M   25.7 mL 

Sol. Ácido Cítrico 0.1 M   24.3 mL 

Milli Q    50 mL 

 

PBS  

NaH2PO4  0.876g 

Na2HPO4 2.56 g 

NaCl  8.77 g 

Disolver en 1 Litro de agua destilada y ajustar el pH a 7.3 con HCl. 

 

PBST 

1 litro PBS + 500 μL Tween-20 
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ANEXO V. Tabla resumen de bioensayo de regeneración de callo. 

MAP0586c Tolerancia a Higromicina Caja A 

Linea Frasco Explante Pscn A1 A2 A3 

1 14 1 1 1 1 1 

2 14 1 2 1 1 1 

3 14 1 3 1 1 1 

4 14 1 4 1 1 1 

5 14 1 5 / / / 

6 37 2 6 1 1 1 

7 37 2 7 1 1 1 

8 37 2 8 1 0 1 

9 37 2 9 1 1 1 

10 48 2 10 1 1 1 

11 30 1 11 1 1 1 

12 35 1 12 1 1 1 

13 35 1 13 1 1 1 

14 35 1 14 1 1 1 

15 35 1 15 / / / 

16 35 1 16 0 0 0 

17 46 1 17 1 1 1 

18 46 1 18 1 1 1 

19 29 1 19 1 1 1 

20 29 1 20 1 1 1 

21 29 1 21 / / / 

22 29 1 22 1 1 1 

23 19 1 23 1 1 1 

24 34 1 24 1 1 1 

25 34 1 25 1 1 1 
Tabla VI. Bioensayo de inducción de callo con plantas de alfalfa transformadas con el gen MAP0586c. El 

numero 1 representa proliferación de células (generación de callo). El número 0 representa la ausencia de 

proliferación de células. El símbolo / indica que no se colocó explante de esa línea en la placa. 
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(Continuación) 

MAP0586c Tolerancia a Higromicina Caja B 

Linea Frasco Explante Pscn B1 B2 B3 

26 22 1 1 1 1 1 

27 22 1 2 1 1 1 

28 4 2 3 1 1 1 

29 21 1 4 1 0 0 

30 23 2 5 1 1 1 

31 23 2 6 1 1 1 

32 16 2 7 0 0 1 

33 28 2 8 1 1 1 

34 28 2 9 1 1 1 

35 28 2 10 0 0 0 

36 26 1 11 1 1 1 

37 26 1 12 1 1 1 

38 26 1 13 0 / 0 

39 36 1 14 1 1 1 

40 36 1 15 1 1 1 

41 13 2 16 1 1 1 

42 13 2 17 1 1 1 

43 13 2 18 1 1 1 

44 52 1 19 1 1 1 

45 8 2 20 1 1 1 

46 8 2 21 1 1 1 

47 8 2 22 1 0 1 

48 8 2 23 1 1 1 

49 8 2 24 1 1 1 

50 8 2 25 1 1 1 
Tabla VI. Bioensayo de inducción de callo con plantas de alfalfa transformadas con el gen MAP0586c. El 

numero 1 representa proliferación de células (generación de callo). El número 0 representa la ausencia de 

proliferación de células. El símbolo / indica que no se colocó explante de esa línea en la placa. 
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MAP1609c Tolerancia a Higromicina Caja C 

Linea Frasco Explante Pscn C1 C2 C3 

1 10 3 1 1 1 1 

2 14 1 2 1 1 1 

3 14 1 3 1 1 1 

4 31 1 4 1 1 1 

5 42 3 5 1 1 1 

6 5 2 6 1 1 1 

7 5 2 7 1 1 1 

8 12 2 8 1 1 1 

9 55 1 9 1 1 1 

10 55 1 10 1 1 1 

11 55 1 11 1 1 1 

12 32 2 12 1 1 1 

13 9 1 13 1 1 1 

14 9 1 14 1 1 1 

15 27 1 15 1 1 1 

16 27 1 16 1 1 1 

17 2 1 17 1 1 1 

18 2 1 18 1 1 1 

19 50 2 19 1 1 1 

20 7 1 20 1 1 1 

21 7 1 21 / / / 

22 7 1 22 1 1 1 

23 17 1 23 1 1 1 

24 17 1 24 1 1 1 
Tabla VII. Bioensayo de inducción de callo con plantas de alfalfa transformadas con el gen MAP1609c. El 

numero 1 representa proliferación de células (generación de callo). El número 0 representa la ausencia de 

proliferación de células. El símbolo / indica que no se colocó explante de esa línea en la placa. 

 

 

 

 

 


