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Introducción 

Como humanidad vivimos hoy día una época de grandes retos, 
mismos que nos exigen cambios profundos en nuestros mode-
los de desarrollo y en la forma como explotamos los recursos del 
planeta, esto si es que queremos enfrentarlos y superarlos. Mu-
chos de estos retos tienen que ver con asuntos de índole política, 
económica y social, y deberán ser atendidos en esos ámbitos. 
Otros retos, igual o más importantes, tienen que ver con siste-
mas productivos y la manera de aprovechar racionalmente los 
recursos naturales. Es en éstos en los que la ciencia y el desarro-
llo tecnológico pueden tener un papel crucial. Algunos de los 
asuntos más apremiantes que deben resolverse en el corto plazo 
son la pérdida de la biodiversidad, la necesidad de sistemas pro-
ductivos más limpios y amigables con el ambiente, la urgencia 
de enfrentar el cambio climático con cultivos capaces de adap-
tarse y producir alimentos y materias primas suficientes y de 
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calidad bajo este contexto, y la necesidad de encontrar estrategias y principios 
activos que nos permitan enfrentar de manera más eficiente los problemas de 
salud que afectan a la mayoría de la población. De no resolverse estos proble-
mas será imposible mantener e incrementar el nivel de vida de las sociedades 
humanas, esto desde el ámbito local hasta el global. 

La biotecnología vegetal es una disciplina de reciente desarrollo que 
podría convertirse en una herramienta crucial para enfrentar los problemas 
mencionados. Los sistemas de cultivo, conservación y propagación masiva in 
vitro de vegetales pueden ser vitales para la conservación y uso racional de 
la Biodiversidad en el corto y mediano plazo. Además, a través de sistemas 
de cultivo y producción in vitro se pueden obtener metabolitos vegetales de 
alto valor sin necesidad de sacrificar plantas tomadas de su hábitat natural. 
Por otro lado, las técnicas de Ingeniería Genética permiten la modificación o 
edición del genoma de las plantas y microorganismos relacionados, esto con 
el fin de producir en estos sistemas compuestos químicos de alto valor que no 
forman parte de manera natural de su bioquímica. De esta forma, las plantas 
o microorganismos se pueden convertir en “fábricas” que sólo requieren de 
agua, minerales y luz solar para generar productos de alto valor. Esto en un 
proceso que no solo no genera CO2, sino que lo consume de la atmósfera. Los 
bioplásticos son un ejemplo de productos que se podrían producir de esta 
manera. Por otro lado, estas mismas herramientas de manipulación genéti-
ca pueden generar, de forma mucho más rápida que cualquier otra técnica, 
cultivos adaptados y capaces de producir alimentos y materias primas bajo el 
contexto del cambio climático. Esto se puede lograr, por ejemplo, localizando 
genes que confieren resistencia en plantas naturalmente adaptadas a ambien-
tes secos y cálidos, y llevándolos a cultivos de interés comercial. Finalmente, la 
biotecnología puede generar procesos que nos permitan el uso de organismos 
vivos para indicarnos la presencia de agentes potencialmente tóxicos en el am-
biente, e incluso usar también organismos vivos para limpiar el ambiente de 
estos contaminantes.

Esta obra, denominada “Algunas aplicaciones biotecnológicas en plantas 
y microalgas”, nos presenta una visión actual de muchas de las técnicas de 
reciente desarrollo dentro de la biotecnología. Esto a través de una serie de ca-
pítulos elaborados por investigadoras e investigadores conocedores de cada 
tema, procedentes de varias instituciones de prestigio. Además, los capítulos 
están enriquecidos con protocolos que pueden guiar a los interesados en el 
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desarrollo y aplicación de estas tecnologías. Esta obra está dirigida a estudian-
tes de pre y posgrado, docentes e investigadores interesados en el campo de la 
biotecnología aplicada a los vegetales y a las algas. 

Los dos primeros capítulos, 1. Cultivo de tejidos vegetales y 2. Propaga-
ción de plantas por inmersión temporal, nos presentan un panorama general 
de las técnicas que ahora nos permiten propagar, mejorar y conservar plantas 
en sistemas de cultivo artificiales. Estas herramientas son hoy en día fundamen-
tales para la conservación y uso racional de la biodiversidad, esto además de la 
importancia comercial que los sistemas de producción masiva de plantas, o de 
compuestos derivados de las mismas, por cultivo de tejidos tienen hoy en día.

Otra serie de capítulos hablan sobre el estudios y aprovechamiento de 
compuestos químicos producidos por plantas, lo cual es de gran interés para 
áreas como la salud y nutrición. En este grupo se ubican los capítulos 3. Aná-
lisis de compuestos fitoquímicos y 4. Aceites esenciales como potenciales 
nutracéuticos. Otro tema de importancia que se toca es el uso de plantas o 
algas como plataformas para la producción de moléculas o compuestos de alto 
valor. Esto se trata en los capítulos 5. Síntesis verde de nanopartículas de plata 
y 15. Producción de lípidos en microalgas. 

Una de las aplicaciones más interesantes de la biotecnología es la manipu-
lación genética de organismos unicelulares o de plantas con el fin de hacerlas 
más resistentes ante factores ambientales adversos, o bien darles la capacidad 
de producir moléculas propias de otros organismos. Este es un tema que se 
trata en varios de los capítulos de esta obra, tanto desde el punto de vista de 
las bases de esta metodología, como ya de aplicaciones muy puntuales de esta 
manipulación a través de ingeniería genética. Este es el caso de los capítulos 
13. Proteínas en plantas y Bioinformática de proteínas, 10. Expresión de genes 
en plantas, 11. Identificación y estudio de genes de estrés abiótico, 12. Trans-
formación genética de plantas, 9. Producción de péptidos antimicrobianos 
recombinantes provenientes de plantas en sistemas bacterianos, 8. Diseño de 
oligonucleótidos y PCR, y 17. Transformación genética de microalgas. 

La biotecnología no sólo se orienta a la resolución de problemas prácticos 
o al desarrollo de sistemas productivos. También puede constituirse en una 
herramienta que nos permita general conocimiento básico y comprender me-
jor la evolución y funcionamiento de las plantas y de otros organismos. En este 
sentido, los capítulos 6. Filogenia de plantas y 14. Estudio de metagenomas 
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en plantas, nos hablan del uso de técnicas de vanguardia con el fin de generar 
conocimiento en estos campos.

Finalmente, la biotecnología puede también contribuir al manejo adecua-
do del medio ambiente, llegando incluso a proponer soluciones para remediar 
entornos ya deteriorados por la actividad humana. Este es el tema que se ma-
neja en los capítulos 7. Fitorremediación y 16. Ficorremediación.

Eugenio Pérez Molphe Balch



Capítulo 1 
Cultivo de Tejidos Vegetales

Eugenio Pérez Molphe Balch
Departamento de Química del Centro de Ciencias Básicas 

Universidad Autónoma de Aguascalientes

Resumen 

El cultivo de tejidos vegetales consiste en un conjunto de téc-
nicas que permiten mantener y desarrollar células, tejidos, 
órganos o individuos completos, en un ambiente artificial y bajo 
condiciones controladas. Esta disciplina tiene aplicaciones muy 
importantes hoy en día, como la micropropagación de plantas 
de alto valor, la producción in vitro de metabolitos vegetales y 
otras. Además de esto, puede ser la base para otras aplicaciones 
biotecnológicas como la generación de plantas transgénicas y 
la producción de proteínas recombinantes en sistemas basados 
en células vegetales. En este capítulo se presentan los conceptos 
básicos del cultivo de tejidos vegetales y se describen los medios 
y sistemas de cultivo que se emplean. Se incluye información 
sobre el uso de los reguladores del crecimiento vegetal o fitohor-
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monas en el contexto de esta tecnología, así como el proceso de desinfección 
de los tejidos con el fin de establecer cultivos in vitro. Finalmente, se presentan 
algunas de las aplicaciones más importantes de esta tecnología, con énfasis en 
la regeneración in vitro y la micropropagación. Se incluyen protocolos com-
pletos para la preparación de medio de cultivo, la desinfección de tejidos para 
el establecimiento de cultivos in vitro y la micropropagación de algunas espe-
cies ornamentales.

Conceptos básicos

El cultivo de tejidos vegetales es una de las disciplinas más ampliamente usadas 
dentro de la Biotecnología Vegetal. Consiste en un conjunto de técnicas que 
permiten mantener y desarrollar células, tejidos, órganos o individuos com-
pletos, en un ambiente artificial y bajo condiciones controladas. Esto se hace 
en recipientes cerrados, la mayoría de las veces aislados por completo del me-
dio externo, los cuales contienen un medio de cultivo artificial especialmente 
formulado para el tipo de tejido y de desarrollo que se busca en el mismo. 
Estos recipientes se incuban bajo condiciones controladas de luz y tempera-
tura. Una condición básica para que estos sistemas de cultivo funcionen es 
mantener en los mismos un ambiente axénico, es decir, libre de cualquier mi-
croorganismo contaminante.  

Al segmento de tejido vegetal que se utiliza para iniciar un nuevo culti-
vo se le llama explante. El tipo de explante a utilizar varía dependiendo de la 
respuesta que se busque, pero de manera general los tejidos jóvenes se adap-
tan más fácilmente y responden mejor a las condiciones de cultivo in vitro. 
El tipo de desarrollo o respuesta que se obtenga en un cultivo depende de la 
interacción del explante inoculado con el medio de cultivo. Si esta interacción 
no es la adecuada, la respuesta observada será la necrosis o muerte del tejido. 
Sin embargo, si el explante se adapta al medio de cultivo y las condiciones de 
incubación son correctas, se iniciará la división celular y se podrán observar 
diferentes tipos de respuestas. Una de ellas es la generación de tejido calloso, 
el cual está constituido por masas de células que se dividen rápidamente, pero 
manteniéndose en un estado indiferenciado, sin formar tejidos u órganos re-
conocibles. Otra respuesta frecuente es el desarrollo del tejido. En este caso, el 
explante, al adaptarse a las condiciones in vitro, continuará desarrollándose, 
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siguiendo el mismo patrón que tendría dicho tejido en la planta completa en 
condiciones naturales. Por ejemplo, una yema brotará y producirá una nue-
va rama, una raíz continuará creciendo como tal o una semilla germinará y 
generará una plántula. Otro tipo de respuestas implican una alteración de 
los patrones normales del desarrollo. Ejemplos de estas respuestas son la or-
ganogénesis y la embriogénesis somática. En el primer caso, algunas de las 
células del explante se rediferencian produciendo estructuras que en condicio-
nes naturales no se generarían en el tejido original. Estas estructuras pueden 
ser raíces o brotes adventicios. En la embriogénesis somática, ciertas células 
contenidas en el tejido se desdiferencian hasta llegar a un estado similar al 
cigoto. Posteriormente se rediferencian hasta formar un embrión completo, 
pasando por etapas muy similares a las de embriogénesis que ocurre en con-
diciones naturales. Sin embargo, estos embriones no proceden de un proceso 
de fecundación, sino que se originan de células somáticas y son genéticamente 
iguales a la planta madre. Estos embriones somáticos pueden germinar y con-
vertirse en plantas completas. La organogénesis y la embriogénesis somática 
pueden ocurrir directamente sobre el explante inoculado en el medio de cul-
tivo, o bien en un cultivo ya establecido de tejido calloso al que se le altera la 
composición del medio u otras condiciones de cultivo. En el primer caso se 
les denomina organogénesis o embriogénesis somática directas, mientras que 
cuando se pasa por una etapa de tejido calloso se les llama indirectas. 

Muchas de las respuestas de los tejidos al cultivo in vitro, como las antes 
mencionadas, se deben a la adición al medio de fitohormonas o reguladores 
del crecimiento vegetal. Los más usados en el cultivo in vitro son los pertene-
cientes a los grupos de las auxinas y de las citocininas, y en menor medida se 
usan las giberelinas y el ácido abscísico. El cultivo de tejidos vegetales tiene 
varias aplicaciones, mismas que se discutirán más adelante.    

Medios de cultivo para tejidos vegetales

La formulación adecuada del medio de cultivo es un elemento fundamental 
para el éxito del cultivo de tejidos vegetales. El medio debe aportar todos los 
elementos inorgánicos y moléculas orgánicas que son necesarias para man-
tener vivo al tejido, y además debe contener compuestos que promuevan el 
desarrollo del tejido en las condiciones in vitro, siendo los más importan-
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tes en este grupo los reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas. 
En la actualidad se han formulado y reportado en la literatura una gran 
cantidad de medios de cultivo diferentes. Cada uno de ellos difiere de los 
demás en aspectos como cantidad total de solutos (fuerza iónica), forma de 
suministrar el nitrógeno, cantidad y forma de suministro de macro y mi-
cronutrientes, fuente de carbono y vitaminas y otras moléculas orgánicas 
incluidas. Algunos medios de cultivo se consideran de uso general, ya que 
son aptos para una amplia gama de especies y procesos. Este es el caso de 
los medios de Murashige y Skoog (MS), Linsmaier y Skoog (LS) y Gam-
borg (B5). Por otro lado, hay medios desarrollados para un tipo de planta 
o un proceso en específico. Por ejemplo, los medios de Lloyd y McCown 
(WPM) y el de Driver y Kuniyuki (DKW) se recomiendan para especies 
leñosas, mientras que el medio de Nitsch y Nitsch (NN) se diseñó para el 
cultivo de anteras para la generación de plantas haploides. 

No obstante, hay una gran cantidad de medios de cultivo diferentes re-
portados en la literatura especializada, todos éstos contienen los siguientes 
grupos de compuestos:

a) Macronutrientes minerales:

Son los iones que la planta en condiciones normales toma del suelo y son re-
queridos en concentraciones de medias a altas. 

Elemento
Cantidad presente 
en los medios 
de cultivo

Formas de suministrarlo

Nitrógeno (N) 25 - 60 mM

Nitrato (NO3
-) en concentraciones de 25-40 mM y/o 

de amonio (NH4
+) en concentraciones de 2-20 mM. 

La proporción entre estas dos formas de nitrógeno 
es una variable importante para considerar cuando 
se experimenta con diferentes medios de cultivo. El 
suministro de nitrógeno puede complementarse con 
alguna fuente de nitrógeno orgánico, principalmente en 
forma de aminoácidos.

Fósforo (P) 1 - 3 mM Se suministra en forma de fosfatos de sodio (NaH2PO4 
.H2O) o potasio (KH2PO4).
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Elemento
Cantidad presente 
en los medios 
de cultivo

Formas de suministrarlo

Potasio (K) 20 - 30 mM Se suministra en forma de nitrato (KNO3), fosfato 
(KH2PO4)  o cloruro (KCl).

Calcio (Ca) 1 - 3 mM Es adicionado en forma de cloruro (CaCl2
.2H2O) o de 

nitrato [Ca(NO3)2 
.4H2O].

Magnesio (Mg) 1 - 3 mM Es suministrado como sulfato (MgSO4  7H2O).

Azufre (S) 1 - 3 mM

Se adiciona al medio de cultivo como sulfato de 
magnesio (MgSO4 7H2O).  Los sulfatos de manganeso, 
zinc, cobre y fierro suelen usarse como fuente de 
micronutrientes.

b) Micronutrientes minerales:

Además de los macronutrientes antes mencionados, tanto las plantas normales 
como los tejidos cultivados in vitro requieren de otros elementos inorgánicos en 
concentraciones generalmente mucho menores. Estos son fierro (Fe), manga-
neso (Mn), boro (B), cobre (Cu), molibdeno (Mo), cobalto (Co) y yodo (I). Las 
concentraciones de estos micronutrientes van de 0.1 hasta 100 µM, a excepción 
del Fe que se requiere en cantidades mayores (1 mM). Este elemento suele ser 
problemático por su tendencia a precipitar, por lo que normalmente se suminis-
tra en forma quelada con EDTA, o bien como citrato o tartrato de fierro. 

c) Fuente de carbono: 

Las plantas en condiciones naturales utilizan el CO2 atmosférico como fuen-
te de carbono para la síntesis de carbohidratos, esto mediante la fotosíntesis. 
Posteriormente, usan estos carbohidratos como precursores para la síntesis 
del resto de las moléculas orgánicas que requieren. Sin embargo, los tejidos 
vegetales cultivados in vitro tienen una capacidad fotosintética muy reducida 
o nula. Esto se debe en gran medida a la limitada concentración de CO2 en 
los recipientes de cultivo y a la también baja intensidad luminosa en que son 
mantenidos. Esto además de que muchos de los tejidos que se cultivan in vitro 
no contienen células con capacidad fotosintética. Por lo anterior, a los tejidos 
mantenidos in vitro se les debe proveer de una fuente de carbono orgánico que 
compense su baja o nula capacidad fotosintética. La gran mayoría de los me-
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dios de cultivo utilizan sacarosa en concentraciones del 2 al 3% (p/v), aunque 
esta concentración puede ser mayor para algunas especies. La sacarosa es la 
principal forma de transporte y almacenamiento temporal de carbono en las 
plantas, por lo que resulta el compuesto más adecuado para ser usado en los 
medios de cultivo, esto además de presentar ventajas como su gran solubilidad 
y su bajo costo. La sacarosa, además de servir al tejido como fuente de carbo-
no, tiene un papel muy importante como regulador del potencial osmótico del 
medio de cultivo, ya que es el soluto más abundante en el mismo. Esto debe 
tomarse en cuenta cuando se altera su concentración o se prueban fuentes 
alternas de carbono.  Además de la sacarosa, se ha reportado el uso de fuentes 
de carbono como la glucosa, fructosa, lactosa, galactosa, rafinosa, maltosa e 
incluso almidón, sin embargo, estos compuestos sólo son eficientes en algunos 
tipos de tejido y procesos particulares y no son de amplia aplicación. 

d) Compuestos orgánicos:

En condiciones naturales, las plantas tienen la capacidad de sintetizar todos los 
compuestos orgánicos requeridos para su metabolismo, por lo que no requie-
ren de un aporte externo de los mismos. Sin embargo, se sabe que los tejidos 
vegetales cultivados in vitro pierden total o parcialmente esta capacidad y se 
vuelven dependientes del suministro externo de algunos de estos nutrientes, 
sobre todo de algunas vitaminas. Esto puede estar relacionado con la baja ca-
pacidad fotosintética de estos tejidos. Casi todas las células o tejidos vegetales 
cultivados in vitro requieren tiamina, y en algunos casos, se ha observado que 
resulta benéfica la adición de piridoxina, ácido nicotínico, biotina, ácido fóli-
co, ácido ascórbico, ácido pantoténico, riboflavina y ácido p-aminobenzoico. 
Otro elemento orgánico importante en los medios de cultivo es el mioinositol, 
cuya adición en concentraciones estimula el crecimiento de la mayoría de los 
tejidos. Por lo anterior, la mayoría de los medios de cultivo incorporan una 
mezcla de compuestos orgánicos como los antes mencionados, además de la 
fuente de carbono, a su formulación. 

e) Otros: 

Además de los ingredientes antes mencionados, que están presentes en prác-
ticamente todos los medios de cultivo, hay algunos otros que pueden ser 
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incorporados al medio para incrementar la respuesta de los tejidos, o bien 
para cambiar algunas condiciones del propio medio. Algunos de éstos son:

•	 Nitrógeno orgánico. Además del nitrógeno inorgánico suministrado 
como nitrato o amonio, algunos medios de cultivo utilizan una fuen-
te adicional de nitrógeno orgánico como complemento. Para esto se 
utilizan aminoácidos, ya sea en forma de mezclas complejas o como 
compuestos individuales. Las mezclas de aminoácidos más utilizadas 
son hidrolizados proteínicos, como el de caseína. Los aminoácidos 
individuales utilizados como fuente de nitrógeno orgánico son la glu-
tamina, la asparagina y la glicina.

•	 Complejos orgánicos.  En ocasiones se adicionan mezclas orgánicas 
complejas en los medios de cultivo, ya que en algunos casos estimulan 
el crecimiento de los tejidos o incluso son indispensables para obtener 
la respuesta deseada. El efecto de los complejos orgánicos se debe a la 
presencia en ellos de substancias no identificadas, pero requeridas por 
las células. Estas pueden ser micronutrientes, compuestos orgánicos o 
incluso reguladores del crecimiento. Con este fin se utilizan el agua de 
coco, el extracto de levadura y de malta, el endospermo de maíz, el jugo 
de tomate, naranja o piña, y el extracto de plátano, entre otros. La uti-
lización de este tipo de productos en el medio de cultivo debe tomarse 
como último recurso, dado el poco control que se tiene sobre los com-
ponentes de los mismos y la dificultad de obtener lotes homogéneos en 
cuanto a su composición de estos productos. 

•	 Gelificantes. Cuando se trabaja con medio semisólido, debe utilizarse 
un gelificante para darle la consistencia adecuada. Este debe ser no 
reactivo y no digerible por el tejido vegetal. Los gelificantes más utili-
zados son el agar y el Phytagel o Gelrite (marcas comerciales).  Dado 
que los gelificantes suelen ser uno de los ingredientes más costosos 
de los medios de cultivo, se han probado diversas opciones para dar 
soporte a los tejidos cultivados in vitro sin necesidad de incorporar 
un gelificante. Algunas opciones para esto son los soportes de poliu-
retano o de papel filtro. 

•	 Antioxidantes. De manera natural, los tejidos vegetales heridos excre-
tan compuestos fenólicos que al entrar en contacto con la atmósfera 
se oxidan obscureciendo al tejido. Este fenómeno se conoce como 
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oxidación y es una causa frecuente de necrosis en los tejidos recién 
inoculados en medios de cultivo in vitro. Hay especies de plantas, 
como las leñosas, que son especialmente proclives a oxidarse. Por este 
motivo es relativamente común incorporar antioxidantes con ácido 
cítrico y ácido ascórbico a los medios de cultivo. También se pueden 
incorporar resinas como la polivinilpirrolidona (PVP) y la polivi-
nilpolipirrolidona (PVPP) que adsorben los compuestos fenólicos 
excretados impidiendo su oxidación sobre el tejido.

Otro factor para tomar en cuenta en el medio de cultivo es el pH, el cual 
generalmente se fija entre 5.5 y 5.8, ajustándolo una vez hecha la mezcla de los 
componentes. Cada uno de los medios de cultivo de uso común sugieren un 
valor de pH preciso dentro de este rango. El pH se ajusta con KOH, NaOH y 
HCl 0.1 N.    

Finalmente, antes de su utilización, el medio deberá ser esterilizado, esto 
se realiza en autoclave a una temperatura de 121 °C y una presión de 1.05 kg/
cm2 (15 - 20 Psi). El tiempo de esterilización depende del volumen de medio 
colocado en cada recipiente, sin embargo, no es recomendable sobrepasar los 
20 min ya que esto puede provocar la caramelización de la sacarosa contenida 
en el medio, cambiando las propiedades del mismo. Los componentes termo-
lábiles, como lo son algunos compuestos orgánicos, deben ser esterilizados 
por filtración y añadidos al medio ya estéril. Para esto se emplean filtros de 
membrana de .22 a .45 µm de tamaño de poro.

Reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas

La adición de reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas es en la 
mayoría de las ocasiones fundamental para obtener la respuesta deseada de 
los tejidos vegetales cultivados in vitro. Los compuestos más utilizados son 
los pertenecientes a los grupos de las auxinas y de las citocininas, ya que son 
los que regulan en gran medida los procesos de crecimiento y desarrollo or-
ganizado en las plantas. En menor grado se utilizan algunos reguladores no 
pertenecientes a estos grupos como las giberelinas y el ácido abscísico. En 
cuanto a los dos primeros grupos mencionados, se utilizan tanto compues-
tos naturales, idénticos a los que se presentan en las plantas, como moléculas 
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sintéticas que por alguna similitud estructural con los reguladores naturales 
muestras una actividad similar a los mismos. Aunque la actividad de las au-
xinas y citocininas naturales es similar a la de sus equivalentes sintéticos, su 
comportamiento en los tejidos es diferente. Esto se debe a que las células vege-
tales poseen mecanismos para degradar o inactivar a los compuestos de origen 
natural, más no a los sintéticos. Debido a esto, la actividad de los compuestos 
naturales añadidos al medio de cultivo puede perderse o disminuirse con el 
paso del tiempo, mientras que los sintéticos tienen una permanencia mayor.

Las características más importantes de las auxinas y citocininas son:

�	 Auxinas. Son un grupo de compuestos derivados del triptófano, 
sintetizados por lo general en los ápices de las plantas, y que están 
implicados en varios eventos relacionados con el crecimiento y dife-
renciación celular. Se sabe que participan en la regulación de algunos 
procesos como el crecimiento celular, el inicio de la división celular, 
la formación de tejidos no diferenciados (tejido calloso), la diferen-
ciación del tejido vascular y la formación de órganos (raíces). En las 
plantas completas las auxinas tienen que ver con la dominancia apical, 
afectan la senescencia y abscisión de las hojas y coordinan algunas res-
puestas trópicas. La auxina natural más común es el ácido indolacético 
(AIA), pero dependiendo de la especie, edad de la planta, estación del 
año y condiciones de crecimiento pueden aparecer otras auxinas natu-
rales en los tejidos, como por ejemplo el ácido 4-cloroindol-3-acético, 
el ácido indol-3-acrílico o el ácido indolbutírico (AIB). El AIA y el 
AIB se utilizan frecuentemente en los medios de cultivo. Por ser com-
puestos que se encuentran naturalmente en la planta, tienden a ser 
metabolizados por los tejidos; además, éstos se desnaturalizan con re-
lativa rapidez en el medio. Esto hace que la disponibilidad real de estas 
auxinas en el medio de cultivo disminuya paulatinamente, lo cual re-
sulta útil en aquellos procesos que requieren altas concentraciones de 
auxinas sólo para la inducción inicial de los mismos (por ejemplo, 
el enraizamiento). Por otro lado, se conocen y utilizan varios com-
puestos sintéticos que tienen una fuerte actividad de auxinas, como 
los ácidos fenoxiacéticos, que son utilizados como herbicidas en altas 
concentraciones. Estos compuestos artificiales suelen ser más activos, 
ya que las células vegetales carecen en muchos casos de sistemas enzi-
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máticos para degradarlos. Ejemplos de auxinas artificiales son el ácido 
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el ácido naftalenacético (ANA) y el 
ácido 4-amino-3,5,6-tricloropiridin-2-carboxílico (Picloram).

�	 Citocininas. Son derivados de la adenina y se sintetizan en tejidos 
jóvenes y raíces. Poseen dos propiedades que las hacen muy útiles 
para el cultivo in vitro de tejidos vegetales; por un lado, estimulan la 
división celular y por otro rompen la latencia de las yemas axilares ha-
ciéndolas brotar. En las plantas completas, las citocininas promueven 
la brotación de yemas axilares, estimulan la expansión de las hojas y 
retardan la senescencia. Junto con las auxinas, las citocininas regulan 
la división celular. Debido a lo anterior, el balance entre auxinas y ci-
tocininas en un cultivo in vitro suele ser determinante para el patrón 
de desarrollo que siga el tejido. Las citocininas naturales más comu-
nes son la zeatina, la isopentiladenina (2iP) y el ribósido de zeatina. 
Estas citocininas naturales se caracterizan por poseer un esqueleto de 
adenina con una cadena lateral isoprenoide. Las citocininas sintéti-
cas benciladenina (BA) y cinetina son las más utilizadas en el cultivo 
de tejidos vegetales. Algunos herbicidas sintéticos como las fenilureas 
tienen actividad de citocinina en bajas concentraciones. Un ejemplo 
de esto último es el N-fenil-N`-1,2,3-tidiazolil-5-urea (Tidiazurón).

�	 Otros reguladores del crecimiento vegetal utilizados en cultivos in vi-
tro. El ácido giberélico (GA3) se utiliza para estimular el crecimiento 
(alargamiento) de los tallos. También puede ser útil para romper la 
dormancia estimulando así la germinación de algunas semillas y la 
brotación de yemas. El ácido abscísico se utiliza en la etapa de madu-
ración de los embriones somáticos y en la inducción de la formación 
de microtubérculos en cultivos in vitro de papa.  

En el cuadro siguiente se presentan algunas características de los regula-
dores del crecimiento vegetal más empleados en el cultivo in vitro. 
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Nombre Abreviatura PM
Concentración 

de trabajo (mg/L)a Solventeb Método de 
esterilizaciónc Usos más comunes

AUXINAS

Ácido 
indolacético

AIA 175.2 0.01-3.0 NaOH 1N
Autoclave 
Filtración

Enraizamiento de 
brotes, organogénesis 
(combinado con una 
citocinina).

Ácido 
naftalenacético

ANA 186.2 0.1-10.0 NaOH 1N Autoclave
Organogénesis 
(combinado con una 
citocinina).

Ácido 
indolbutírico

AIB 203.2 0.1-10.0 NaOH 1N
Autoclave 
Filtración

Enraizamiento.

Ácido 2,4-dicloro 
fenoxiacético

2,4-D 221.0 0.01-5.0
NaOH 1N 

Etanol
Autoclave

Generación de tejido 
calloso, embriogénesis 
somática.

Ácido 
aminotricloropi-
colinico

Picloram 241.5 0.1-10.0 DMSO Autoclave
Generación de tejido 
calloso, embriogénesis 
somática.

CITOCININAS

Benciladenina o 
6-bencilamino-
purina

BA 225.3 0.1-10.0 NaOH 1N
Autoclave 
Filtración

Brotación de yemas, 
organogénesis (combi-
nada con una auxina)

Cinetina Cin 215.2 0.1-10.0 NaOH 1N
Autoclave 
Filtración

Brotación de yemas, 
organogénesis (combi-
nada con una auxina)

Isopentiladenina 2iP 203.2 1.0-30.0 NaOH 1N
Autoclave 
Filtración

Brotación de yemas, 
organogénesis (combi-
nada con una auxina)

meta-Topolina MT 241.5 0.01-5.0 NaOH 1N
Autoclave 
Filtración

Brotación de yemas, 
organogénesis (combi-
nada con una auxina)

Feniltidiazol urea 
o tidiazurón

TDZ 220.2 0.001-0.1 DMSO
Autoclave 
Filtración

Brotación de yemas, 
organogénesis (combi-
nada con una auxina)

Zeatina Zea 219.2 0.01-5.0 NaOH 1N
Autoclave 
Filtración

Brotación de yemas, 
organogénesis (combi-
nada con una auxina)

Ribósido de 
zeatina

--- 351.4 0.01-5.0 NaOH 1N Filtración
Brotación de yemas, 
organogénesis (combi-
nada con una auxina)
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Nombre Abreviatura PM
Concentración 

de trabajo (mg/L)a Solventeb Método de 
esterilizaciónc Usos más comunes

OTROS

Ácido abscísico ABA 264.3 0.1-10.0 NaOH 1N
Autoclave 
Filtración

Maduración de 
embriones somáticos, 
formación de microtu-
bérculos.

Ácido giberélico Ga3 346.4 0.01-5 Etanol
Autoclave 
Filtración

Crecimiento de tallos, 
rompimiento de la 
dormancia en semillas 
y yemas.

a	 Se refiere al rango de concentraciones en que suele presentarse una respuesta en el tejido. Concentraciones 
menores al límite inferior no generan respuesta alguna, mientras que las mayores al límite superior pueden 
ser tóxicas para los tejidos.

b	 El compuesto en polvo se disuelve en la mínima cantidad posible del solvente y luego el volumen debe com-
pletarse con agua destilada o desionizada. El NaOH puede substituirse por KOH.

c	 Autoclave: Se agrega al resto de los componentes del medio y se esteriliza en autoclave. Filtración: Com-
puestos termolábiles que debes esterilizarse por filtración y agregar al medio después de su esterilización en 
autoclave. Cuando se mencionan las dos opciones significa que el compuesto soporta la esterilización por 
autoclave pero puede perder algo de actividad. Para experimentos que requieran concentraciones precisas se 
recomienda filtrar.

Tipos de cultivos in vitro

Los cultivos in vitro de vegetales pueden clasificarse con base en dos criterios. 
El primero de ellos se refiere al tejido o parte de la planta que se está cultivan-
do, mientras que el segundo tiene que ver con la consistencia del medio de 
cultivo y el tipo de recipiente a utilizar. En cuanto al primer criterio, los tipos 
de cultivos in vitro son: 

A.	Cultivo de células. Lo que se cultiva en este caso son células aisladas unas 
de otras, o bien formando pequeños acúmulos, pero nunca tejidos or-
ganizados. Esto se logra usando medios de cultivo líquidos en los que 
las células o acúmulos se encuentran suspendidos. Los medios se agi-
tan permanentemente con el fin de oxigenarlos y de que las células se 
mantengan separadas unas de otras, sin formar tejidos, por lo que se les 
llama cultivos de células en suspensión (Fig. 1.1a). Este tipo de cultivos 
se emplea para estudios bioquímicos o fisiológicos, para la producción 
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de metabolitos secundarios o como etapa inicial en algunos protocolos de 
regeneración a través de la embriogénesis somática. Un derivado de este 
tipo es el cultivo de protoplastos, que son células a las que se le ha elimi-
nado la pared celular por métodos enzimáticos. 

B.	 Cultivo de tejidos. Se trata del cultivo de masas de células unidas unas 
con otras formando un tejido. El más común es el tejido calloso o callo 
(Fig. 1.1b), el cual está formado por células poco diferenciadas que están 
continuamente dividiéndose, pero sin formar órganos funcionales (Fig. 
1.1c). Este tejido se puede mantener y propagar por tiempo indefinido 
sólo fragmentándolo y resembrándolo en medio de cultivo fresco. Se uti-
liza entre otras cosas para estudios bioquímicos o fisiológicos, como paso 
intermedio para la regeneración de plantas por organogénesis o embrio-
génesis somática indirectas o para el estudio y producción de metabolitos 
de interés. Al estar formado por células indiferenciadas en rápida división 
es frecuente que en el tejido calloso se presenten errores o alteraciones 
durante la mitosis. Estos errores se acumulan a lo largo del tiempo, por lo 
que en tejidos callosos mantenidos por tiempos prolongados es frecuente 
que se presenten cambios en el genotipo y en ocasiones en el fenotipo. A 
esto se le denomina variación somaclonal y se puede presentar también 
en otros sistemas de cultivo, aunque con una frecuencia menor a la del 
tejido calloso.

C.	Cultivo de órganos o segmentos de plantas. Se trata del cultivo de órganos 
diferenciados, constituidos éstos por varios tipos celulares. Es posible es-
tablecer cultivos in vitro usando como explantes segmentos de hojas y 
tallos. Sin embargo, estos órganos se diferencian rápidamente en otros 
tipos de tejidos y no es posible mantener cultivos de los mismos a largo 
plazo. En el caso de las raíces, si es posible mantener cultivos que conser-
ven de manera indefinida sus características propias, por lo que el cultivo 
de raíces es el cultivo de órganos más utilizado. Las raíces que se cultivan 
pueden ser naturales o más comúnmente provenir de la transformación 
genética con Agrobacterium rhizogenes (Fig. 1.1d). En este caso se les lla-
ma raíces pilosas o transformadas. El uso más importante hoy en día de 
los cultivos de raíces es la producción en los mismos de metabolitos de 
alto valor. 

D.	Cultivo de plantas completas. En este caso se mantienen plantas com-
pletas, parte aérea y raíz, en condiciones in vitro. En el caso de plantas 
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de talla pequeña (Fig.1. 1e), pueden mantenerse por largos períodos de 
tiempo, e incluso en algunos casos las plantas pueden completar su ciclo 
de vida en estas condiciones. En el caso de plantas de talla grande (Fig. 
1.1f), sólo pueden mantenerse un tiempo corto en condiciones in vitro y 
luego deben ser transferidas a suelo. Normalmente, el cultivo de plantas 
completas es la última etapa del proceso de micropropagación, pero este 
sistema también puede emplearse para estudiar de una forma controlada 
las respuestas de la planta ante diversos fenómenos que pueden emularse 
bajo las condiciones in vitro.

E.	 Coocultivo. Un requisito fundamental para que el cultivo in vitro de te-
jidos vegetales tenga éxito es mantenerlo libre de microorganismos 
contaminantes. Sin embargo, en ocasiones es necesario incorporar de 
manera intencional un microorganismo específico como parte del proce-
so a realizar. Ejemplo de esto es la transformación genética mediada por 
Agrobacterium tumefaciens o A. rhizogenes, o la inoculación de plántulas 
con hongos micorrícicos en la última etapa de la propagación in vitro. A 
esta etapa en la que se agrega un microrganismo al medio de cultivo se le 
llama coocultivo. 
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Figura 1.1. Tipos de cultivos in vitro de acuerdo con el tejido cultivado. a) Cultivo de células 
en suspensión de Mammillaria, la coloración rojiza se debe a la producción de pigmentos del 
grupo de las betalaínas; b) Cultivo de tejido calloso de Mammillaria; c) Vista ampliada del te-
jido calloso de Mammillaria en la que son visibles las células no diferenciadas y homogéneas 
que lo constituyen; d) Cultivo de raíces transformadas de Turbinicarpus; e) Cultivo de plantas 

completas de Drosera burmanii, y f) de Cephalocereus senilis. 
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Por lo que respecta al segundo criterio de clasificación, de acuerdo con el 
medio y recipiente de cultivo, los tipos de cultivo son:

I.	 Cultivo en medios semisólidos. Consiste en el cultivo sobre medios ge-
lificados que le den un soporte físico al explante (Fig. 1.2a). Es el tipo 
de cultivo más empleado hoy en día, ya que resulta fácil de realizar. Sin 
embargo, presenta algunos inconvenientes como el alto costo de los ge-
lificantes, la poca disponibilidad de nutrientes para los segmentos del 
tejido que quedan alejados del medio de cultivo, y la dificultad para esca-
larlo, ya que la capacidad de los recipientes empleados es limitada.

II.	 Cultivo en medios líquidos. El uso de medios de cultivo líquidos presenta 
ventajas como la mejor y más rápida distribución de los nutrientes ha-
cía el tejido y el no requerir gelificantes. También es sencillo de escalar 
usando recipientes de mayores capacidades. Su desventaja principal ra-
dica en la dificultad para que el oxígeno se difunda dentro del medio y 
llegue a los tejidos. Esto se resuelve utilizando volúmenes muy pequeños 
de medio, o bien manteniendo los cultivos bajo agitación constante, lo 
que promueve la oxigenación. El uso de medios líquidos agitados es muy 
adecuado para procesos que requieren de una rápida producción de bio-
masa, como el cultivo de raíces (Fig. 1.2b) o de células en suspensión. Sin 
embargo, resulta poco adecuado para procesos en los que se requiere de 
desarrollo y diferenciación de los tejidos. 

III.	Cultivo en biorreactores. Los biorreactores son recipientes de cultivo es-
pecializados que utilizan medio líquido, pero incorporan a su diseño 
sistemas que permiten la oxigenación de los tejidos y el control de al-
gunos de los parámetros importantes para éxito del cultivo. Existe una 
gran cantidad de diseños de biorreactores que se han desarrollado con 
diferentes fines dentro de la tecnología del cultivo de tejidos vegetales. 
Sin embargo, el sistema más eficiente, y con un uso más extendido hoy 
en día, es el llamado biorreactor de inmersión temporal. Este dispositivo 
permite que los tejidos estén en contacto o dentro del medio liquido por 
cortos períodos de tiempo, mientras que el resto del tiempo permanece 
fuera del mismo. Esta inmersión frecuente permite la toma de nutrientes 
y reguladores del crecimiento, mientras que los períodos fuera del medio 
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facilitan la oxigenación. Los dos diseños de biorreactores de inmersión 
temporal más usados son el llamado RITA® (Fig. 1.2c), en el que el medio 
de cultivo y el tejido se encuentran en compartimentos diferentes de un 
solo recipiente, y el de tanques gemelos, en el que se usan recipientes se-
parados para el medio y para el tejido (Fig. 1.2d).

Figura 1.2. Tipos de cultivos in vitro de acuerdo con el sistema utilizado. a) Brotes de Yucca 
cultivados sobre medios semisólidos; b) Cultivo de raíces transformadas de Turbinicarpus en 

medio líquido agitado; c) Micropropagación de piña en un biorreactor RITA®, y; d) Micropro-
pagación de agaves en sistemas de biorreactores de tanques gemelos.
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Establecimiento de cultivos in vitro

En teoría, cualquier tejido vegetal que contenga células vivas puede emplearse 
para el establecimiento de un cultivo in vitro. Sin embargo, en la práctica es 
conveniente seleccionar tejidos jóvenes, ya que estos responderán y se adaptarán 
más fácilmente a las condiciones de cultivo en sistemas artificiales. Por otro lado, 
un paso indispensable en esta etapa es la desinfección superficial del tejido. Esto 
puede ser un proceso relativamente sencillo en estructuras como las semillas, o 
muy complejo en tejidos vegetativos tomados de condiciones de campo. La des-
infección se logra lavando los tejidos varias veces con agua corriente y un jabón 
antiséptico. Posteriormente se tratan con agentes desinfectantes como alcoholes 
(etanol o isopropanol) y con desinfectantes a base de cloro (hipoclorito de calcio 
o de sodio). En este último caso pueden utilizarse blanqueadores comerciales 
ajustando la concentración de acuerdo con la cantidad de ingrediente activo en 
el producto. Una vez realizado el proceso de desinfección, se procede a la disec-
ción de los explantes en condiciones asépticas (campana de flujo laminar) y a su 
inoculación en el medio de cultivo apropiado.  

Hay algunos tejidos que por su naturaleza son muy difíciles de desinfectar 
y los métodos convencionales como el antes descrito no resultan suficientes. 
En estos casos se recomienda:

a)	 Extender el tiempo de los lavados previos e incorporar un fungicida co-
mercial a la solución. Los tejidos pueden lavarse por varias horas o hasta 
toda la noche manteniéndolos en agitación suave. 

b)	 Incorporar al protocolo de desinfección otros agentes como cloruro de 
mercurio (con precaución por su alta toxicidad), compuestos a base de 
plata (nitrato de plata, plata coloidal o nanopartículas), peróxido de hi-
drógeno, tintura de yodo o cloruro de benzalconio. La aplicación de estos 
compuestos debe incorporarse como una etapa más en el protocolo de 
desinfección, no se recomienda mezclarlos con otros agentes. 

c)	 Ciertos tipos de tejidos son difíciles de desinfectar debido a su superfi-
cie irregular o porque están cubiertos de ceras, vellosidades o tricomas, 
lo que dificulta la penetración de los agentes desinfectantes a toda su 
superficie. En esta situación es recomendable realizar el proceso de des-
infección en un matraz kitasato y aplicar algunos ciclos cortos de vacío 
(30 seg) durante los tratamientos. Con esto se elimina el aire atrapado en 
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las irregularidades del tejido permitiendo la penetración completa del 
desinfectante. 

d)	 Los explantes susceptibles a la contaminación deben inocularse con una 
densidad lo más baja posible, de preferencia uno solo por recipiente de 
cultivo. De esta manera el hecho de que un explante se contamine no re-
percutirá en la pérdida de otros. Bajo la misma lógica, entre más pequeño 
sea el explante, menos probable es que lleve contaminantes, por lo que se 
recomienda reducir su tamaño si el tejido es difícil de desinfectar. 

Algunos tejidos contienen microorganismos endófitos (que habitan en el 
interior del tejido). Bajo esta situación la desinfección superficial antes men-
cionada no resulta eficiente. En este caso se pueden incorporar antibióticos o 
compuestos antifúngicos al medio de cultivo con el fin de inhibir el crecimiento 
de estos organismos. Sin embargo, esta solución no es del todo eficiente ya que 
es muy posible que los organismos se vuelvan a desarrollar en cuanto estos agen-
tes sean retirados del medio. Por lo anterior, lo más recomendable en estos casos 
puede ser buscar una fuente alterna de tejidos que esté libre de estos organismos. 
Una forma relativamente sencilla para detectar la presencia de endófitos es ino-
cular segmentos del tejido sospechoso en medios de cultivo ricos diseñados para 
microorganismos. En este caso el desarrollo del endófito será más rápido que en 
el medio de cultivo para vegetales y será fácilmente detectable.

Aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales

En sus inicios, los cultivos in vitro de tejidos vegetales se emplearon como 
sistema para el estudio de fenómenos relacionados con la nutrición, fisiología 
y bioquímica de las plantas. Posteriormente surgieron aplicaciones prácticas 
de esta tecnología, destacando las que se ubican en las áreas de la propaga-
ción masiva in vitro o micropropagación, el mejoramiento de las plantas, la 
producción de metabolitos o moléculas de interés en cultivos in vitro y la 
conservación de germoplasma. Por su importancia, la micropropagación será 
descrita de forma más amplia en otra sección de este documento. En cuanto al 
resto de las áreas de aplicación, se puede mencionar lo siguiente:
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A.	 Mejoramiento de plantas a través del cultivo in vitro. Esto puede lograrse 
a través de:

a.	 Selección in vitro. Para esto se someten tejidos o células a niveles cre-
cientes de algún factor que genere estrés, ya sea biótico o abiótico. Esto 
inhibirá el desarrollo de las células sensibles, permitiendo seleccionar 
a las de mayor resistencia. Esto se puede hacer por varios ciclos in-
crementando la dosis del agente estresante y finalmente regenerando 
plantas completas a partir de los tejidos resistentes. Con esta estrategia 
ha sido posible regenerar plantas con una resistencia incrementada a 
la salinidad, a metales pesados y a diversos compuestos tóxicos.

b.	 Hibridación somática. Los protoplastos son células vegetales vivas a 
las que se les ha eliminado la pared celular por métodos enzimáti-
cos. Al carecer de esta estructura son capaces de fusionarse unos con 
otros bajo ciertos estímulos. En algunas especies o combinaciones de 
especies es posible regenerar plantas completas a partir de las células 
híbridas producto de estas fusiones. A esto se le llama hibridación so-
mática y es una forma de mezclar por una vía no sexual los genomas 
de dos individuos que pueden ser incluso de especies diferentes. Esta 
técnica ha tenido un éxito importante en el mejoramiento de varios 
grupos de plantas, entre ellos los cítricos.

c.	 Modificación del nivel de ploidía. Aun cuando hay varias excepciones, 
la mayoría de las plantas cultivadas son diploides. Las técnicas de cul-
tivo y regeneración in vitro permiten generar plantas con niveles de 
ploidía diferentes a éste. Por ejemplo, a través de la regeneración de 
plantas partiendo de gametos masculinos o femeninos es posible ge-
nerar plantas haploides. Por otro lado, regenerando plantas a partir de 
endospermo es posible obtener individuos triploides. Finalmente, la 
técnica de fusión de protoplastos permite duplicar en un solo evento 
el número de ploidía de una línea celular, y también hace posible obte-
ner diferentes resultados finales al fusionar líneas celulares con niveles 
de ploidía diferentes. Algunas de las plantas que se pueden generar 
con niveles de ploidía alterados pueden tener un valor agronómico 
por sí mismas, mientras que otras, como las haploides, soló son valio-
sas al integrarlas a otros esquemas de fitomejoramiento. 
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d.	 Regeneración de plantas modificadas genéticamente. Las técnicas de 
transformación genética permiten la introducción de nueva infor-
mación a las células vegetales, esto incluye la posibilidad no solo de 
incorporar nuevas características, sino de bloquear o incluso editar 
características existentes. Sin embargo, estos procesos normalmente se 
llevan a cabo sobre células, por lo que la regeneración de plantas com-
pletas que posean estas características modificadas requiere del proceso 
de regeneración in vitro mediante la organogénesis o embriogénesis so-
mática. Estas vías permiten la obtención de plantas completas partiendo 
de células individuales, por lo que pueden convertir una sola célula mo-
dificada genéticamente en un individuo completo. 

B.	 Producción de metabolitos o compuestos de interés en cultivos in vitro. 
Algunos sistemas de cultivo de tejidos in vitro son capaces de generar 
biomasa a una tasa superior a la de las plantas creciendo en condiciones 
naturales. Estos sistemas pueden ser cultivos de células en suspensión, 
de tejido calloso o de raíces transformadas obtenidas mediante la ino-
culación con Agrobacterium rhizogenes. En algunos casos, estos tejidos 
conservan la capacidad biosintética de la planta completa, por lo que 
pueden ser usados como fuente de metabolitos de interés en lugar de la 
planta misma. Por lo anterior, el cultivo in vitro se ha convertido en una 
alternativa muy atractiva para la producción de metabolitos secundarios 
de alto valor sintetizados por las plantas, pero difíciles de obtener a par-
tir de ejemplares completos. Esta dificultad puede deberse a la rareza o 
grado de amenaza de las especies, a su distribución natural limitada, o a 
su baja tasa de crecimiento, factores que dejan de ser limitantes cuando 
se cuenta con cultivos in vitro. Una segunda posibilidad que ofrecen los 
sistemas de cultivo in vitro es la de producir en estas moléculas de alto 
valor que no son propias de la especie cultivada. Esto se logra a través de 
la modificación genética de las células o tejidos cultivados, con el fin de 
que produzcan péptidos o proteínas propias de otro organismo.

C.	Conservación in vitro de germoplasma. La rápida pérdida de la biodi-
versidad vegetal es una de las mayores preocupaciones en la actualidad. 
El cultivo in vitro puede ofrecer herramientas que pueden disminuir el 
impacto de este problema, como por ejemplo, la creación de bancos de 
germoplasma in vitro. Éstos son colecciones de tejidos viables manteni-
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dos en condiciones de cultivo in vitro por tiempo indefinido, y a partir 
de los cuales es posible regenerar y multiplicar plantas completas cuando 
esto es necesario. El principal obstáculo para mantener estas colecciones 
de tejidos viables es la necesidad de renovar periódicamente el medio 
de cultivo. Sin embargo, se han desarrollado ya técnicas de crecimien-
to retardado que permiten prolongar considerablemente el tiempo entre 
subcultivos, facilitando el mantenimiento de estos bancos. Este retardo 
en el crecimiento se puede lograr cultivando a bajas temperaturas, aña-
diendo agentes osmóticos que reduzcan la disponibilidad de agua en el 
medio, añadiendo inhibidores del crecimiento, o combinando las estrate-
gias mencionadas. Una variante de esta tecnología es la criopreservación, 
que es el mantener células o tejidos congelados en Nitrógeno líquido. 
Esta opción sería más eficiente ya que el mantenimiento requerido es mí-
nimo. Sin embargo, los procesos de congelación y descongelación en las 
células vegetales son especialmente complicados debido a la presencia de 
paredes celulares rígidas y vacuolas, por lo que esta tecnología sólo se ha 
desarrollado para un número limitado de especies. 

Micropropagación

Una de las posibilidades más interesantes que brinda el cultivo de tejidos ve-
getales es la regeneración de plantas completas a partir de las células o tejidos 
cultivados in vitro. Esto permite generar grandes cantidades de propágulos en 
tiempos relativamente cortos. A esta técnica se le llama micropropagación, 
propagación in vitro o clonación in vitro de plantas. 

La micropropagación es un proceso que consta de cinco etapas que se 
llevan a cabo de manera secuencial. Estas etapas son:

A.	Etapa 0. Selección y preparación de la planta madre. Se trata de una etapa 
previa al trabajo de laboratorio. En ésta se seleccionan las plantas ma-
dre de las que serán tomados los explantes para iniciar los cultivos in 
vitro. Esta etapa es fundamental para el éxito de la micropropagación, 
ya que ésta es un sistema de propagación clonal, por lo que todas las 
plantas generadas tendrán las características genotípicas de la planta ma-
dre. Si se parte de una planta elite con características deseables superiores 
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al promedio, las plantas generadas tendrán un alto valor. También debe 
buscarse que la planta madre se encuentre en excelentes condiciones fi-
tosanitarias y que crezca en un ambiente limpio. Esto con la finalidad de 
facilitar la etapa de establecimiento de cultivos in vitro. Cuando esto es 
factible, es recomendable dar pretratamientos a la planta madre, como 
lavados y aplicación de fungicidas y/o bactericidas de forma periódica. 
Esto con el fin de que los tejidos lleven la menor cantidad posible de con-
taminantes potenciales al momento de hacer la desinfección superficial y 
establecer los cultivos in vitro. 

B.	 Etapa 1. Establecimiento de cultivos in vitro. Para esto es indispensable la 
desinfección de tejidos viables que luego son inoculados en los medios de 
cultivo artificiales. Este proceso se describió en un punto anterior. Para 
un programa de micropropagación, hay dos formas de obtener los culti-
vos iniciales.

a.	 Desinfectar semillas e inocularlas en medio de cultivo sin reguladores 
del crecimiento para que germinen. Las plántulas que así se obtienen 
(Fig. 1.4a) se usan como fuente de tejidos para iniciar la micropropaga-
ción, ya sin necesidad de desinfectar estos explantes ya que provienen 
de un cultivo axénico. Las ventajas de esta opción es la facilidad con 
la que se pueden desinfectar las semillas debido a que la testa prote-
ge a los tejidos susceptibles de los agentes desinfectantes, y la mayor 
diversidad genética que se obtiene en las plantas generadas cuando 
los cultivos iniciales proceden de semillas. En otro sentido, las des-
ventajas de esta opción son la baja o nula disponibilidad de semillas 
en muchas especies vegetales, y el que esta técnica no es la adecuada 
cuando se desea conservar la totalidad de las características genéticas 
de un material especialmente valioso. 

b.	 Colectar y desinfectar tejidos vegetativos de plantas creciendo en 
condiciones naturales, preferentemente brotes jóvenes. En este caso 
el proceso de desinfección suele ser mucho más complejo y menos 
eficiente que cuando se parte de semillas. Los tejidos vegetativos son 
mucho más sensibles que las semillas a los agentes y tratamientos 
desinfectantes, por lo que resulta difícil encontrar un protocolo que 
elimine los contaminantes de forma eficiente sin causar la necrosis del 
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tejido. A pesar de esto, esta es la única opción viable cuando no se dis-
pone de semillas o cuando el objetivo es conservar las características 
de una variedad en particular. 

C.	 Etapa 2. Multiplicación.  La etapa anterior tiene como objetivo únicamen-
te el disponer de algunos tejidos ya adaptados a las condiciones in vitro y 
creciendo libres de contaminantes. No es necesario contar con una gran 
cantidad de estos tejidos, ya que en esta etapa 2 es cuando se multiplicarán 
masivamente. Esta multiplicación se puede hacer por tres vías o caminos 
diferentes. Esto es algo que se debe tener claro al plantear un proyecto 
de micropropagación, ya que las características y estrategias para inducir 
cada una de estas vías es diferente. Estas vías de regeneración son:

a.	 A través de tejidos meristemáticos (yemas, ápices o segmentos nodales). 
Los meristemos, contenidos en las yemas apicales y axilares, son los 
puntos de crecimiento naturales de las plantas y tienen la capacidad 
de formar nuevos brotes (parte aérea de la planta). Esta capacidad 
la mantienen cuando se establecen y cultivan in vitro, por lo que el 
cultivo de yemas apicales o axilares es una manera sencilla de obte-
ner nuevos brotes, los cuales pueden enraizarse y producir así nuevas 
plantas completas. Muchas veces las yemas son capaces de brotar en 
un medio de cultivo basal, carente de reguladores del crecimiento. Sin 
embargo, la adición de citocininas al medio de cultivo romper la dor-
mancia y estimula la división celular en el meristemo, por lo que su 
presencia acelera la brotación y puede provocar que se generen varios 
brotes en cada yema (brotación múltiple) (Fig. 1.3a, 1.4b y 1.4c). 

b.	 Organogénesis. Este término se refiere a la formación de novo de ór-
ganos en los explantes cultivados (organogénesis directa) (Fig. 1.3b) o 
en cultivos previamente establecidos de tejido calloso (organogénesis 
indirecta) (Fig. 1.3c). El fundamento de la organogénesis es la for-
mación en el tejido de meristemos ectópicos a partir de los cuales se 
generan órganos. Los órganos que se pueden formar sobre el explante 
son raíces o brotes adventicios, pero sólo uno de ellos a la vez. Los bro-
tes adventicios son estructuras muy similares a una yema que tienen la 
capacidad de originar toda la parte aérea de una nueva planta. Cuando 
estos brotes son separados del explante original y transferidos a un 
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medio apropiado crecen y forman raíces, convirtiéndose en un pro-
págulo listo para ser adaptado y transferido a suelo. Entre los factores 
que contribuyen a la inducción de los brotes adventicios destacan los 
reguladores del crecimiento, en particular, las citocininas y las auxi-
nas, que cuando se suministran combinadas en el medio de cultivo 
pueden desencadenar la organogénesis. Sin embargo, el tipo, cantidad 
y proporción de citocininas y auxinas depende de la especie y se deben 
determinar experimentalmente en caso de no encontrarse referencias 
en la literatura. 

c.	 Embriogénesis somática. En esta vía, algunas de las células somáticas 
contenidas en el explante o en un cultivo de tejido calloso se convier-
ten en células indiferenciadas similares a un cigoto y posteriormente 
inician una vía de división y diferenciación que las convierte en em-
briones, llamados somáticos por su origen diferente a la fecundación 
sexual (Fig. 1.3d). Los embriones somáticos tienen la capacidad de 
formar una nueva planta después de un proceso de germinación, con 
la diferencia de que la embriogénesis somática es un proceso asexual 
por lo que la nueva planta será exactamente igual a la donadora de la 
célula inicial. La embriogénesis somática no sucede únicamente en 
cultivos in vitro, es relativamente común en condiciones naturales en 
algunas familias de plantas y se conoce como apomixis. Si bien la em-
briogénesis somática in vitro puede ocurrir directamente en algunas 
células del explante (embriogénesis directa), lo más común es que este 
proceso se inicie en un cultivo de tejido calloso, o células en suspen-
sión, previamente establecido (embriogénesis indirecta). Las etapas 
en las que ocurre la embriogénesis somática indirecta son:

i.	 Inducción. En esta etapa la célula somática se convierte en una cé-
lula capaz de dar origen a un embrión (célula proembrigénica). Los 
factores que más influyen en este paso son el genotipo, ya que no 
todas las células cultivadas in vitro tienen esta capacidad, así como la 
presencia de auxinas, sobre todo sintéticas, en el medio de cultivo. 

ii.	 Histodiferenciación o embriogénesis propiamente dicha. En esta 
etapa las células proembriogénicas se multiplican y diferencian 
formando embriones somáticos. Para que estas células cesen su 
multiplicación y pasen a una fase de diferenciación normalmente 
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se requiere la eliminación o disminución de las auxinas exógenas. 
Uno de los fenómenos iniciales en esta etapa es el establecimiento 
de una polaridad en las masas de células proembriogénicas. Esta 
polaridad se mantendrá durante todo el desarrollo del embrión. 
Durante la etapa de histodiferenciación, los embriones somáticos 
pasan por una serie de estadios intermedios muy similares a los 
que ocurren en la embriogénesis cigótica. En las dicotiledoneas es-
tos estadios son globular, de corazón y de torpedo, mientras que en 
las monocotiledoneas son globular, coleoptilar y escutelar.

iii.	Maduración. Los embriones recién formados, tanto por la vía so-
mática como por la vía normal o cigótica, no tienen usualmente la 
capacidad de germinar. Para adquirirla requieren de un período 
de maduración, el cual en condiciones naturales ocurre al mismo 
tiempo que la desecación y en el que participa de manera impor-
tante el ácido abscísico (ABA). Por tanto, en la embriogénesis 
somática in vitro la maduración se puede lograr incluyendo ABA 
en el medio de cultivo y/o favoreciendo la desecación paulatina de 
los embriones. 

iv.	 Germinación o conversión. En esta etapa los embriones comple-
tamente formados y maduros se desarrollan convirtiéndose en 
plantas completas. Para que esto suceda se requieren estímulos 
como la luz, el ácido giberélico o citocininas. Los embriones somá-
ticos carecen de tejidos de reserva por lo que su germinación solo 
ocurre in vitro en donde el medio de cultivo aporta los nutrientes 
necesarios para el proceso. 

D.	Etapa 3. Crecimiento y enraizamiento. Esta etapa permite que los bro-
tes generados en la etapa anterior crezcan, adquieran vigor y formen 
un sistema radical que los hará capaces de sobrevivir a la última etapa 
del proceso, que es su adaptación y transferencia al medio externo (Fig. 
1.4d). El enraizamiento sólo procede cuando la multiplicación se hace a 
través de meristemos o de organogénesis. Los embriones somáticos des-
de su origen cuentan con un polo radical por lo que el proceso por el 
que deben de pasar es diferente y se describe en la sección respectiva. El 
enraizamiento de los brotes puede lograrse en medios basales carentes de 
reguladores del crecimiento, ya sea a su concentración normal o diluidos 
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al 50-75%. La adición al medio de carbón activado o de auxinas como el 
ácido indolbutírico (AIB) estimulan el enraizamiento.

E.	 Etapa 4. Adaptación y transferencia al medio externo. En esta etapa las 
plantas generadas in vitro son adaptadas primero, y luego transferidas, 
a condiciones naturales (Fig. 1.4e). Para esto se requiere de un proceso 
paulatino ya que las plantas generadas in vitro presentan varias caracte-
rísticas peculiares que dificultan su adaptación al medio externo una vez 
concluido el período de cultivo. 

Figura 1.3. Vías para la regeneración in vitro de plantas. a) Propagación por yemas de alcaparro; 
b) Organogénesis directa sobre un segmento de hoja de violeta africana; c) Organogénesis indi-

recta sobre callo de Echinocereus, y; d) Embriogénesis somática en laurel mexicano (Litsea). 
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Figura 1.4.  Micropropagación de Agaves. A) Establecimiento de cultivos in vitro de Agave 
potatorum a través de la germinación de semillas desinfectadas.; b) Multiplicación: Aspecto 
inicial de la generación de brotes en un meristemo basal de A. kerchovei; c) Aspecto avan-
zado de la generación de brotes en un meristemo basal de A. peacocki; d) Enraizamiento y 

crecimiento de brotes de A. palmeri, y; e) Plantas micropropagadas de A. potatorum desarro-
llándose ya en suelo. 
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A continuación, se detallan las más importantes:

a.	 La humedad relativa dentro de los recipientes de cultivo es siempre alta, 
lo que provoca que las plantas carezcan de algunos de los sistemas nor-
males para evitar la pérdida de agua. Su cutícula esta poco desarrollada y 
el mecanismo de cierre de los estomas está atrofiado. Por ello, el proceso 
de adaptación al ambiente externo de una planta generada in vitro debe 
ser lo más gradual posible. Se recomienda una reducción lenta de la hu-
medad relativa, primero en el recipiente de cultivo y luego fuera de éste 
para permitir así el desarrollo paulatino de los sistemas de protección de 
la planta contra la desecación.

b.	 Las plantas durante su cultivo in vitro no realizan una fotosíntesis normal, 
sus requerimientos de carbono son satisfechos por el medio de cultivo. 
El paso de estas plantas hacia la autotrofía debe ser gradual, exponiéndo-
seles a incrementos paulatinos en la intensidad luminosa. De cualquier 
forma, es de esperarse un balance negativo en la adquisición de carbono 
durante las primeras semanas a partir de que se eliminó el medio de culti-
vo, las plantas deberán ser lo suficientemente vigorosas para soportar esto.

c.	 Por tratarse de sistemas de cultivo axénicos, las plantas no han genera-
do resistencias naturales contra los microorganismos patógenos, por lo 
que es recomendable trabajar durante las primeras fases de la adaptación 
bajo las condiciones más higiénicas posibles. Asimismo, se recomienda 
eliminar cualquier remanente del medio de cultivo que pudiera quedar 
adherido a la planta, ya que este por su alto contenido de sacarosa podría 
favorecer el crecimiento de estos microorganismos. Darles a las plantas 
generadas in vitro un tratamiento con un enraizador comercial al mo-
mento de sembrarlas en suelo suele hacer más eficiente el proceso. Estos 
productos contienen como ingrediente activo auxinas que aceleran el de-
sarrollo de las raíces ya en suelo, pero también contienen fungicidas, que 
evitan la penetración al tejido de hongos fitopatógenos en este momento 
crítico para la supervivencia de la planta.

Una evidencia para determinar el momento en que la adaptación puede 
considerarse exitosa es el reinicio del crecimiento después de la transferencia 
a las condiciones ex vitro. En este momento es cuando deberá reducirse la 
humedad e incrementarse la luz. La eficiencia de adaptación de las plantas 
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generadas in vitro a las condiciones externas es un factor determinante para la 
costeabilidad de un sistema de micropropagación.

�	 Finalmente, las ventajas de los sistemas de propagación in vitro con res-
pecto a los convencionales son: 

�	 Se trata de un sistema de propagación clonal, mantiene todas las carac-
terísticas genotípicas del material inicial seleccionado. Debido a esto es 
un sistema ideal para la multiplicación masiva de plantas con caracte-
rísticas sobresalientes o para la conservación del acervo genético de las 
especies silvestres.

�	 Debido a que se realiza todo el proceso en un laboratorio bajo ambientes 
controlados, se trata de un sistema totalmente independiente de las con-
diciones externas. Por lo anterior no se ve afectado por las estaciones del 
año, sequías, heladas, altas temperaturas u otros factores ambientales.

�	 El número de plantas que se puede obtener mediante esta tecnología es 
prácticamente ilimitado. El único límite que se puede tener es la capaci-
dad misma del laboratorio en que se realiza el proceso.

�	 El espacio que se requiere es mínimo y el tiempo en que puede realizarse 
el proceso es considerablemente más corto en comparación con los mé-
todos convencionales de propagación.

�	 Las plantas que se obtienen están libres de bacterias, hongos y nemátodos 
fitopatógenos, y con técnicas más específicas se pueden liberar incluso de 
virus y viroides. Por este motivo, las plántulas producidas mediante siste-
mas de micropropagación presentan una mayor calidad si se les compara 
con las obtenidas por métodos tradicionales.

La micropropagación es susceptible de combinarse con otras tecnolo-
gías de vanguardia con el fin de generar sistemas productivos completos más 
eficientes. Ejemplo de esto son las combinaciones micropropagación-microin-
jerto, micropropagación-hidroponia y micropropagación-aeroponia.
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Protocolos

Protocolo 1.1 

Preparación de medio de Murashige y Skoog para el cultivo  
de tejidos vegetales.

La forma más sencilla de preparar el medio de cultivo es partir de una serie de 
soluciones concentradas que aportan uno o varios de los compuestos que lo 
integran. Estas soluciones se preparan con anticipación y se tienen disponibles 
en el laboratorio, almacenadas a 4-5 °C. Para preparar el medio, las soluciones 
se mezclan en agua destilada en la proporción que se indica más adelante. 
Posteriormente se añaden compuestos que van en concentraciones mayores, 
como los nitratos y la sacarosa. Después de esto se ajusta el pH y en caso de 
medios semisólidos se añade y funde el gelificante. 

Soluciones concentradas para la preparación del medio MS

SOLUCION A.
Concentración: 1 000 X.  Volumen: 50 mL
Cloruro de calcio CaCl2 - 2 H2O 22.000 g

SOLUCION B.  
Concentración: 1 000 X.  Volumen: 50 mL
Yoduro de potasio KI 41.50 mg
Cloruro de cobalto Co Cl2 - 6 H2O   1.25 mg

SOLUCION C.  
Concentración:    400 X.  Volumen: 50 mL
Fosfato monobásico de K KH2 PO4 3.400 g
Ac. bórico H3 BO3 0.124 g
Molibdato de sodio NaMoO4 0.005 g
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SOLUCION D.  
Concentración:    400 X.  Volumen: 50 mL
Sulfato de magnesio MgSO4  - 7 H2O 7.400 g
Sulfato de manganeso Mn SO4  -  H2O 0.340 g
Sulfato de zinc Zn SO4  - 7 H2O 0.172 g
Sulfato de cobre Cu SO4  - 5 H2O 0.50 mg

SOLUCION E.  
Concentración: 200 X.   Volumen:  100 mL
Sulfato ferroso Fe SO4  - 7 H2O 0.557 g
EDTA disódico Na2 EDTA 0.745 g
Disolver ambos componentes por separado, para lo cual 
puede requerirse calentar. Agregar poco a poco la solución de 
Fe a la de EDTA y aforar. Debe quedar de color amarillo sin 
precipitados.

SOLUCION F.  
Concentración 100 X.  Volumen:  100 mL
Glicina 20.00 mg
Piridoxina HCl   5.00 mg
Ac. nicotínico   5.00 mg
Tiamina HCl   1.00 mg
Mio inositol   1.00 g

Procedimiento para preparar 1 L de medio MS

Material de laboratorio

Vaso de precipitados de 1 L, pipetas, recipientes de cultivo y tapas.

Equipo de laboratorio

Agitador magnético y magneto, balanza analítica, potenciómetro, horno de 
microondas, autoclave.
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Reactivos

Soluciones concentradas del medio MS, nitrato de potasio, nitrato de amonio, 
sacarosa, agar u otro gelificante, NaOH y HCl 0.1 N para ajustar pH.

Procedimiento 

1.	 Tomar un vaso de precipitados de 1 L con unos 850 mL de agua destilada 
y colocar bajo agitación suave. Agregar la cantidad indicada de las solu-
ciones concentradas.

Solución Volumen mL
A 1.0
B 1.0
C 2.5
D 2.5
E 5.0
F 10.0

2.	 Pesar, añadir y agitar hasta disolver, los siguientes compuestos:

a Sacarosa 30.00 g
b Nitrato de potasio 1.90 g
c Nitrato de amonio 1.65 g

3.	 Ajustar el pH del medio a 5.7 con NaOH o HCl 0.1 N. Aforar a 1 L con 
agua destilada.

4.	 Añadir 8 g L-1 de Agar como gelificante1 y agitar para suspender. En caso 
de que se requiera medio líquido omitir este paso.

5.	 Disolver el gelificante calentando el medio en horno de microondas hasta 
el punto de ebullición y posteriormente agitando (debe hacerse en varios 
ciclos hasta que ya no sean visibles partículas suspendidas del gelificante).

1	 Se puede substituir por goma gellam (Phytagel, Gelrite o Gelzan, marcas comerciales) usando 2-3 g L-1. De-
pende de la especie a cultivar y la respuesta buscada un tipo de gelificante puede ser más eficiente que otro.
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6.	 En caso de que el medio lleve reguladores del crecimiento, agregarlos en 
este momento2.

7.	 Verificar el volumen del medio ya que pudo haber pérdida por evapora-
ción. De ser así, aforar nuevamente a 1 L.

8.	 Distribuir el medio en los recipientes de cultivo, taparlos, marcarlos y 
esterilizar a 121 ºC por 15-20 min3. 

9.	 Sellar los recipientes con el medio estéril y almacenarlos hasta su uso. Si el 
medio no contiene reguladores del crecimiento se recomienda usarlo den-
tro de las siguientes 72 h, si los contiene no debe almacenarse más de 24 h.

Protocolo 1.2 

Desinfección y germinación in vitro de semillas  
para el establecimiento de cultivos de tejidos vegetales

Material biológico

Semillas.

Material de laboratorio

Vaso de precipitados de 250 mL, probetas, papel aluminio, cribas metálicas y 
pinzas de disección.

Equipo de laboratorio

Agitador magnético y magneto, campana de flujo laminar.

Reactivos

Blanqueador comercial (Cloralex), etanol al 70%, jabón antiséptico líquido 
(Dermocleen), tween 20, agua destilada, agua destilada estéril. 

2	 En caso de reguladores termolábiles se esterilizan por filtración y se agregan al medio ya esterilizado y tibio.
3	 Depende del volumen de medio en cada recipiente. Hasta 50 ml esterilizar 15 min, volúmenes mayores 

esterilizar 20 min. 
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Medio de cultivo

Medio de Murashige y Skoog (MS) pH 5.7 con 3 % de sacarosa y 0.8 % de agar 
como gelificante. Ver protocolo 1.1. 

Procedimiento

1.	 Seleccionar semillas limpias y sin daño, colocarlas en un vaso de precipi-
tados de 250 mL. 

2.	 Dar 2 lavados de 5 min c/u con agua corriente con jabón líquido Dermoclean 
(10 mL L-1). Los lavados se dan colocando el vaso de precipitados en el agita-
dor magnético y agitando a velocidad media. Pasados los 5 min se elimina la 
solución de lavado4 y se substituye por solución nueva y se repite el proceso.

3.	 Lavar con etanol al 70% por 45 seg.
4.	 Enjuagar con agua corriente hasta eliminar todo el etanol. 
5.	 Desinfectar con cloralex diluido al 15% adicionado con 5-10 gotas de 

tween 20 por 20 min. Tapar el vaso de precipitados con papel aluminio y 
no abrir hasta estar en la campana de flujo laminar.

6.	 Ya en la campana de flujo laminar, decantar la solución de cloralex y en-
juagar las semillas 3 veces con agua destilada estéril.

7.	 Distribuir las semillas en los recipientes con medio MS. No colocar más 
de 10 semillas por recipiente de cultivo.  

8.	 Sellar y marcar cada uno de los recipientes de cultivo anotando la fecha y 
nombre de la especie.

9.	 Llevar al cuarto de incubación. Colocar bajo fotoperíodo Luz 16:8 Obs-
curidad. 

10.	 A los 5-7 días eliminar los frascos contaminados de cada tratamiento5.

4	 En el caso de semillas pesadas al detener la agitación se acumularán en el fondo del vaso y las soluciones 
se eliminan por decantación. En semillas menos densas que flotan. Debe utilizarse una criba o coladera 
para eliminar las soluciones reteniendo a las semillas. 

5	 En caso de detectarse tasas de contaminación superiores al 20% de los recipientes en un lote de semillas, se 
recomienda usar un método de desinfección más severo en las siembras subsecuentes. Las opciones que se 
pueden probar son: a) Incrementar el número y/o tiempo de los lavados iniciales, puede incorporarse un 
fungicida y prolongar el tiempo del primer lavado hasta toda la noche; b) Incrementar el tiempo de expo-
sición al desinfectante a base de cloro hasta 30 min, no se recomienda incrementar la concentración del 
desinfectante, y; c) Inocular a una densidad más baja para que una semilla contaminada no afecte a otras. Se 
pueden utilizar tubos de ensayo como recipientes de cultivo e inocular una sola semilla por tubo. 
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11.	 Dependiendo de la especie, la germinación puede ocurrir a las 2-8 sema-
nas. Se debe permitir que las plántulas crezcan hasta alcanzar al menos 
1 cm para utilizarlas como fuente de explantes para otros procedimientos.

 

Protocolo 1.3 

Propagación in vitro de plantas ornamentales  
de la familia Gesneriaceae

En este protocolo se presenta el proceso completo de micropropagación de 
plantas de ornato de la familia Gesneriaceae, esto tomando como base las cin-
co etapas descritas en el texto. 

A. Etapa 0. Selección de la planta madre

Este protocolo es eficiente para violeta africana (Saintpaulia ionantha) y gloxí-
nea (Sinningia speciosa). Deben seleccionarse plantas con hojas sanas, sin 
manchas o heridas. Dado que el valor ornamental de estas especies radica en 
sus flores, es importante que se conozcan las características de las mismas en 
los ejemplares seleccionados. Dado que se llevará a cabo una propagación clo-
nal, es importante partir de plantas elite de alto valor. 

B. Etapa 1. Establecimiento de cultivos in vitro a partir de tejidos vegetativos

C. Etapa 2. Multiplicación (Organogénesis)

Material biológico

Plantas sanas de violeta africana o gloxínea

Material de laboratorio

Vaso de precipitados de 250 mL, probeta, papel aluminio, cajas Petri o placas 
de vidrio estériles y equipo de disección.
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Equipo de laboratorio

Agitador magnético y magneto, campana de flujo laminar.

Reactivos

Blanqueador comercial (Cloralex), etanol al 70%, jabón antiséptico líquido 
(Dermocleen), tween 20, agua destilada, agua destilada estéril. 

Medio de cultivo

Medio de cultivo MS con 3% de sacarosa, 2.5 g L-1 de Phytagel o gelrite como 
gelificante y los siguientes reguladores del crecimiento: 2 mg L-1 de AIA  +  1 
mg L-1 de BA 

Procedimiento

1.	 Seleccionar 5-7 hojas sanas (sin heridas ni decoloraciones) de violeta 
africana o 3-5 de gloxínea (con pecíolo). Lavar las hojas varias veces con 
agua corriente y jabón líquido antiséptico. El lavado se hace bajo la llave 
de agua, a mano y muy suavemente, sin ejercer presión sobre la hoja.

2.	 Colocar las hojas lavadas por 30 seg en etanol al 70 %. Verificar que que-
den cubiertas por completo y agitar manualmente de forma suave. Es 
muy importante no sobrepasar el tiempo recomendado. 

3.	 Eliminar el etanol y enjuagar rápidamente con agua destilada estéril.
4.	 Colocar las hojas en una solución de blanqueador comercial a base de 

hipoclorito (Cloralex) al 10 % con 4-5 gotas de tween 20 por 20 min. Esto 
en un vaso de precipitados6 bien tapado con papel aluminio y bajo agita-
ción suave con agitador magnético (cuidando que el magneto no dañe las 
hojas). Llevar a la campana de flujo laminar.

5.	 En la campana de flujo laminar, eliminar la solución desinfectante y en-
juagar tres veces con agua destilada estéril. De aquí en adelante sólo se 
pueden tocar las hojas con equipo de disección estéril. 

6	 El vaso de precipitados debe ser de un tamaño suficiente para que las hojas se muevan libremente dentro 
del mismo sin ser golpeadas por el magneto.
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6.	 Colocar la hoja desinfectada sobre una caja Petri o placa de vidrio estéril, 
con el envés hacia arriba. Con ayuda de pinzas y bistrurí estériles, cortar 
en el siguiente orden:
a.	 Apoyando la pinza en el peciolo, no en la lámina de la hoja, hacer una 

serie de cortes rectos para eliminar todo el borde de la hoja. 
b.	 Hacer uno o más cortes rectos y perpendicular a la nervadura central 

en cada mitad de la hoja, dividiendo la lámina en dos o más partes 
(cada segmento de unos 20 mm de ancho, el número de segmentos 
dependerá del tamaño de la hoja). 

c.	 Finalmente, cortar a lo largo de la vena central para liberar los seg-
mentos de lámina foliar.

7.	 Los polígonos de hoja obtenidos son los explantes a inocular en el medio 
de cultivo. El número final de explantes a obtener por cada hoja depen-
derá de su tamaño. Si alguno de los explantes presenta zonas dañadas 
descartarlo.

8.	 Inocular los frascos de medio de cultivo con dos polígonos de hoja cada 
uno, colocarlos con el envés hacia arriba. Procurar no presionar demasia-
do con la pinza al tomarlos.

9.	 Marcar cada uno de los recipientes de cultivo y llevar al cuarto de incuba-
ción. Colocar bajo fotoperíodo Luz 16:8 Obscuridad.

10.	 Revisar a los cuatro días y eliminar los frascos contaminados.

El resultado esperado de este proceso es que ocurra la organogénesis en 
los segmentos de hoja, formándose un gran número de brotes adventicios. 
Normalmente la mayoría aparecen en los bordes cortados de las hojas (Figura 
3b) y comienzan a ser visibles a las 2-3 semanas de incubación. 

D. Etapa 3. Crecimiento y enraizamiento. 

Para llevar a cabo esta etapa, los cultivos deben presentar brotes adventicios de 
al menos 15 mm de altura.

Material biológico

Explantes con brotes adventicios producto de la etapa anterior del protocolo.
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Material de laboratorio

Cajas Petri o placas de vidrio estériles y equipo de disección.

Equipo de laboratorio

Campana de flujo laminar.

Medio de cultivo

Medio de cultivo MS con 3% de sacarosa y 2.5 g L-1 de Phytagel o gelrite como 
gelificante.  

Procedimiento

Todo el procedimiento se realiza en campana de flujo laminar con equipo de 
disección estéril.

1.	 Sacar los explantes con brotes y colocarlos sobre una caja de Petri o lámi-
na de vidrio estéril. 

2.	 Ubicar los brotes y separarlos del explante original cortándolos desde su 
base con el bisturí.

3.	 Inocular los brotes en posición vertical en el medio de cultivo. Introducir 
la base del brote al medio para que quede fijo en dicha posición. Colocar 
4-6 brotes por recipiente de cultivo. 

4.	 Marcar cada uno de los recipientes de cultivo y llevar al cuarto de incuba-
ción. Colocar bajo fotoperíodo Luz 16:8 Obscuridad.

El resultado esperado es la formación de raíces en la base de cada brote, 
mismas que penetrarán y crecerán hacía el medio de cultivo. Al mismo tiem-
po, la parte aérea de los brotes debe crecer. La aparición de raíces debe ser 
visible a partir de la segunda semana de incubación.
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E. Etapa 4. Adaptación y transferencia al medio externo.

Material biológico

Cultivos con plántulas enraizadas generados en la etapa anterior. 

Materiales

Charolas de plástico, cajas Petri, macetas, substrato para siembra (mezcla 
preparada para macetas comercial), enraizador comercial (por ejemplo, Rai-
zone®), bolsas de plástico. 

Procedimiento

1.	 Llenar las macetas con el substrato y humedecerlo.
2.	 Quitar el sello de los recipientes de cultivo. Quitar la tapa, pero inme-

diatamente volverla a colocar pero ya sólo superpuesta (sin apretar o 
enroscar).  Dejar los frascos en estas condiciones por una o dos semanas 
semana. Esto con el fin de que el recipiente de cultivo pierda humedad 
paulatinamente y las plantas puedan adaptarse al ambiente externo. Es 
normal que después de varios días de haber destapado el recipiente apa-
rezcan contaminantes como hongos. En caso de detectarse esto, proceder 
de inmediato con el paso 2.

3.	 Con ayuda de pinzas, sacar las plantas del recipiente de cultivo tomándo-
las desde su base y colocarlas en una charola de plástico. Hacer esto con 
cuidado de no dañar las raíces en el proceso. A partir de este momento las 
plantas deben manipularse directamente con las manos ya que las pinzas 
las dañan en los puntos en que se ejerce presión.

4.	 Lavar cuidadosamente la parte basal de las plantas bajo el chorro de agua 
corriente para eliminar todos los restos de medio de cultivo de las raíces7.

5.	 Pasar la parte basal/raíces de las plantas por una caja Petri con polvo en-
raizador de forma tal que se impregnen con el mismo y luego sacudir el 
exceso. Evitar que éste entre en contacto con la parte apical de la planta. 

7	 El medio de cultivo contiene sacarosa y otros nutrientes. Si las plantas se siembran con restos de medio 
esto ocasionará la proliferación de hongos en el substrato, mismos que puede dañar y matar a la planta. 
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Este tratamiento acelera el establecimiento de la planta al promover el 
crecimiento de las raíces. Además, este producto contiene fungicidas que 
evitan que la planta sea infectada por hongos durante su establecimiento. 
Este producto es ligeramente tóxico, ver las instrucciones de manejo en 
el recipiente.

6.	 Introducir las raíces y la parte basal de las plantas en un orificio previamen-
te hecho en el substrato. Compactar el substrato una vez colocada la planta.

7.	 Colocar las macetas dentro de bolsas de plástico y sellarlas para mantener 
la humedad. Llevar al invernadero o a un lugar bien iluminado pero sin 
sol directo.

8.	 Cada 3-4 días hacer algunos orificios en las bolsas plásticas para que se 
vaya equilibrando la humedad dentro y fuera de las mismas. Retirar por 
completo las bolsas a los 15 días.

9.	 A partir de este momento darles un manejo normal a las plantas, con 
riegos cada 72 h. 

Abreviaturas

2,4-D:  Ácido 2,4-diclorofenoxiacético	
2iP:  2-isopentiladenina 
AIA:  Ácido indolacético
AIB:  Ácido indolbutírico
ANA:  Ácido naftalenacético
B5:  Medio de cultivo de Gamborg
BA:  Benciladenina
DKW:  Medio de cultivo de Driver y Kuniyuki
GA3:  Ácido giberélico
LS:  Medio de cultivo de Linsmaier y Skoog  
MS:  Medio de cultivo de Murashige y Skoog
NN:  Medio de cultivo de Nitsch y Nitsch
Picloram:  Ácido 4-amino-3,5,6-tricloropiridin-2-carboxílico
Tidiazurón:  N-fenil-N`-1,2,3-tidiazolil-5-urea
WPM:  Medio de cultivo de Lloyd y McCown
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Glosario

Axénico:  Libre de cualquier microorganismo contaminante.
Explante:  Segmento de tejido vegetal que se utiliza para iniciar un nuevo cultivo
Macronutrientes minerales: Son los iones que la planta toma del suelo y son 

requeridos en concentraciones de medias a altas.
Micronutrientes minerales: Son los iones que la planta toma del suelo y son 

requeridos en muy bajas concentraciones.
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Resumen 

El uso de medios de cultivo líquidos y biorreactores para el 
cultivo de tejidos vegetales tiene varias ventajas sobre el uso de 
medios semisólidos, y se puede obtener una mayor cantidad 
de biomasa o de brotes reduciendo los costos de producción, 
ya que los agentes gelificantes son el componente más costoso 
del medio de cultivo. Sin embargo, también conlleva algunas 
dificultades, como el aumento en la frecuencia de hiperhidra-
tación de los tejidos y el efecto cizalla. Estos inconvenientes se 
reducen significativamente con el uso de biorreactores de in-
mersión temporal (BIT), cuyo uso disminuye el estrés mecánico 
y permite la completa renovación de la atmósfera al interior del 
recipiente de cultivo. Previo a la micropropagación de una es-
pecie vegetal en biorreactores, se debe contar con un eficiente 
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protocolo de propagación in vitro en medio semisólido que permita conocer 
el tipo y concentración de reguladores de crecimiento vegetal (RCV) óptimos 
para la especie estudiada, y después se implementan las mismas condiciones 
en los biorreactores, omitiendo el uso de agentes gelificantes. Se efectuó la mi-
cropropagación de Hetheroteca inuloides y Ruta chalepensis en biorreactores 
de inmersión temporal de tipo tanques gemelos; en ambas especies se logró 
un incremento en la generación de brotes.

Cultivo de tejidos vegetales en medios líquidos

En general, para el cultivo de tejidos vegetales se emplean medios de cultivo 
semisólidos; sin embargo, desde hace varias décadas se comenzó a explorar el 
uso de medios de cultivo líquidos, debido a las ventajas que suponen respecto 
al uso de medios semisólidos, entre ellas:

1.	 Permiten que el explante tenga una mayor superficie de contacto con el 
medio de cultivo, con lo que se logra un incremento en la disponibilidad 
de nutrientes y reguladores de crecimiento vegetal.

2.	 Las sustancias exudadas por el propio explante, que en ocasiones tienen 
efectos inhibitorios e incluso deletéreos en los tejidos vegetales, se dilu-
yen en el medio líquido, reduciendo su efecto negativo. 

3.	 Hay una reducción importante en los costos de producción, puesto que 
se prescinde del uso de gelificantes, los cuales son el componente más 
costoso de los medios de cultivo semisólidos. 

4.	 Permiten una regulación más precisa de factores físicos y químicos, son 
susceptibles de ser automatizados y pueden escalarse con relativa facilidad.

Aunque se han empleado medios líquidos en recipientes de cultivo 
estándar sin agitación, en la mayoría de los casos se requiere el uso de bio-
rreactores, que según Mamun et al. (2015) se pueden describir simplemente 
como “sistemas cerrados, estériles para la propagación clonal de propágulos 
organogénicos o embriones somáticos”. Así pues, un biorreactor puede ser 
desde un simple recipiente de vidrio o plástico en agitación, hasta diseños muy 
complejos, con componentes más sofisticados.
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Biorreactores de inmersión permanente

Se han diseñado distintos tipos de biorreactores de inmersión permanente, en 
los que los explantes se encuentran inmersos en el medio líquido todo el tiem-
po. Los biorreactores deben contar con mecanismos de agitación y aireación 
para el adecuado desarrollo de los tejidos vegetales, ya que una tasa adecuada 
de oxigenación generalmente promueve un aumento en la tasa de acumula-
ción de biomasa; también se ha observado que una agitación adecuada brinda 
uniformidad en las condiciones de cultivo, con lo que se reduce el fenómeno 
de dominancia apical, aumentando la tasa de brotación de yemas. Algunos 
biorreactores de inmersión permanente tienen dispositivos de agitación me-
cánica (tanques de aireación y tanques de tambor rotatorio, por ejemplo) y 
otros, agitación neumática (como los de columna de burbujas y airlift). Estos 
sistemas han sido empleados principalmente para el cultivo de células ve-
getales desdiferenciadas, pero también se han utilizado para micropropagar 
algunas especies. Los principales inconvenientes de estos biorreactores son: 

a)	 el efecto cizalla, que puede causar daños considerables a los tejidos vege-
tales, especialmente a las estructuras más delicadas, como los meristemos, 
lo que los hace poco recomendables para el cultivo de tejidos organizados 
y plantas completas,

b)	 que la mayoría de las especies vegetales de interés para el cultivo de teji-
dos vegetales son terrestres, y permanecer en condiciones de inmersión 
les resulta dañino.

En los sistemas de inmersión permanente es frecuente que se presenten 
desordenes morfológicos y fisiológicos serios; el más común es la hiperhi-
dratación de los explantes y brotes.  Las plantas hiperhidratadas tienen una 
apariencia vítrea, ya que sus tejidos están hinchados, translúcidos y deformes 
como resultado de una reducción en el contenido de clorofila y a la desor-
ganización, incluso desaparición, de los cloroplastos. También se presenta 
hipolignificación, reducción de la capa cérea de la cutícula y hay cambios 
significativos en la actividad enzimática.  Este fenómeno se puede atribuir al 
estrés oxidativo que sufren los tejidos debido a la inmersión permanente en 
el medio líquido; como resultado, se presenta un incremento en la concentra-
ción de especies reactivas de oxígeno, como peróxido de hidrógeno y radicales 
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superóxido e hidroxilo, a los que se atribuyen daños a las membranas celula-
res, degradación de proteínas, inactivación de enzimas y daños al ADN.

Biorreactores de inmersión temporal

Como alternativa ante la alta incidencia de la hiperhidratación debido a la 
inmersión permanente, se planteó la inmersión de los explantes en el medio 
líquido de manera intermitente. Además de ello, el uso de sistemas de in-
mersión temporal permite la completa renovación de la atmósfera dentro del 
recipiente de cultivo y disminuye el estrés mecánico en comparación a otros 
tipos de biorreactores.

En muchos sistemas de inmersión temporal el medio líquido se encuentra 
en un recipiente distinto al que contiene a los explantes, o bien, en un compar-
timiento distinto dentro del mismo recipiente de cultivo; el medio es bombeado 
de un recipiente o compartimiento a otro por medios neumáticos. Consideran-
do que la disponibilidad de oxígeno en medios líquidos depende tanto de la 
concentración de oxígeno en la atmósfera interna del recipiente, como del oxí-
geno disuelto en el propio medio, los sistemas de bombeo del medio líquido de 
los biorreactores de inmersión temporal provocan una renovación total de la 
atmósfera del recipiente de cultivo, lo que impide que se presente una depleción 
de oxígeno y favorecen su disolución en el medio de cultivo. 

Sistema de tanques gemelos

El biorreactor idóneo debería tener un diseño muy simple, con pocas aperturas 
para reducir el problema de la contaminación, y tener un bajo costo. Se han 
diseñado varios sistemas de inmersión temporal; particularmente, el sistema de 
tanques gemelos reportado por Escalona et al. (1999) tiene un diseño simple 
que resuelve de manera eficiente todos los aspectos cruciales en el diseño de un 
sistema de inmersión temporal; además puede ser construido a un costo muy 
bajo y permite un control total sobre las frecuencias y tiempos de inmersión.

Este sistema consta de dos recipientes de cultivo conectados entre sí 
mediante una manguera; el primer recipiente es el reservorio que contiene 
al medio de cultivo líquido, y el segundo recipiente contiene a los explantes. 
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El líquido se mueve del primer al segundo recipiente al bombear aire a través 
de un filtro hidrofóbico; el retorno del medio líquido del recipiente con los 
explantes al reservorio se realiza del mismo modo.

El sistema de tanques gemelos puede adecuarse a las necesidades y a los 
recursos disponibles, ya que puede construirse con materiales sencillos, de 
bajo costo y fáciles de conseguir; o si se cuenta con más recursos, se pueden 
emplear dispositivos más sofisticados para automatizar el sistema y controlar 
parámetros físicos: 

�	 Se pueden emplear frascos de vidrio o recipientes de plástico de diferen-
tes capacidades para contener al medio y a los explantes, dependiendo de 
los requerimientos de experimentación o producción. 

�	 Para inyectar aire y transferir el medio líquido de un recipiente a otro se 
pueden utilizar pequeñas bombas de pecera para proveer la aireación de 
uno a tres biorreactores; o bien, compresores de aire para alimentar un 
gran número de sistemas, empleando electroválvulas para controlar el 
flujo de aire y las frecuencias de inmersión en distintos biorreactores. 

�	 Para el control de los tiempos y frecuencias de inmersión se pueden 
emplear temporizadores digitales sencillos; o microcontroladores pro-
gramados y controlados desde una computadora personal o desde una 
tableta digital.

Estableciendo un protocolo de micropropagación  
en sistemas de inmersión temporal

Antes de implementar un protocolo de micropropagación de una especie ve-
getal en biorreactores, se debe desarrollar un protocolo de micropropagación 
en medio semisólido para determinar las mejores condiciones de cultivo para 
lograr la propagación masiva in vitro; una vez que se conozcan el medio de 
cultivo apropiado, así como el tipo y concentración de reguladores de creci-
miento vegetal adecuados, estas condiciones se replican en los biorreactores 
de inmersión temporal; en otras palabras, se emplea una composición idéntica 
del medio de cultivo, excepto que no se le agrega gelificante. De este modo la 
única variable que se introduce de manera inicial es el uso de los biorreactores 
y del medio líquido, y se podrá observar en un primer momento si con el siste-
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ma de inmersión temporal se consiguen resultados similares en comparación 
al medio semisólido.

Como ya se ha señalado, el tiempo y frecuencia de inmersión son pará-
metros fundamentales que varían entre especies (Tabla 2.1), y pudieran estar 
relacionados con los requerimientos hídricos de las plantas en su ambiente na-
tural. Estos parámetros se deben determinar para cada especie; como punto de 
partida es aconsejable referirse a los datos de especies lo más cercanamente em-
parentadas que estén disponibles, o bien, con requerimientos hídricos similares.

Tabla 2.1. Ejemplos de los tiempos y frecuencias de inmersión empleados en algunas especies 
vegetales para su propagación in vitro en sistemas de inmersión temporal.

Especie Referencia Tipo de 
biorreactor

Inmersión
Tiempo Frecuencia

Especies herbáceas

Dianthus caryophyllus L. Thi et al., 2019 TIS Plantima ® 30 s 8 h
Guarianthe skinneri 
(Bateman) Dressler et W. E. 
Higging

Leyva-Ovalle et al., 2020 Tanques gemelos 2 min 4 h

Jeffersonia dubia (Maxim.) 
Benth et Hook Jeong y Sivanesan, 2016 TIS Plantima ® 30 s 30 min

 Híbridos de Saccharum spp. Martínez-Rivero et al., 2020 Tanques gemelos 4 min 3 h
Musa AAA x Grand Naine Bello-Bello et al., 2020 Tanques gemelos 4 min 4 h

Especies leñosas

Citrus x latifolia (Yu. 
Tanaka) Yu. Tanaka Bulbarela-Marini et al., 2019 RITA ® 5 min 4 h

Prunus avium L. Godoy et al., 2017 Tanques gemelos 3 min 8 h
Pistacia vera ‘Siirt’, P. 
atlántica Desf. y P. khinjuk Akdemir et al., 2014 RITA ® 24 min 16 h

Salix viminalis Regueira et al., 2019 RITA ® 1 min 4 h
Vaccinium corymbosum Arencibia et al., 2018 Tanques gemelos 3 min 8 h

Al registrar y analizar las respuestas de los explantes cultivados en siste-
mas de inmersión temporal, se debe poner especial atención a la proporción 
de brotes hiperhidratados; para disminuir este problema una de las primeras 
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alternativas a las que se puede recurrir es reducir el tiempo de inmersión, la 
frecuencia de inmersión o ambos. Al bombear el medio del recipiente que 
contiene los explantes al recipiente que funciona como reservorio, siempre 
quedará una película de líquido sobre las plantas, lo que no siempre resulta 
positivo para los cultivos vegetales; así que otra estrategia que ha funcionado 
en algunas especies como Olea europaea y Rhodiola crenulata, por mencionar 
un par de ejemplos, es administrar lo que se conoce como ventilación adicio-
nal o ciclos secos, que consiste en bombear solo aire al recipiente que contiene 
a los explantes, en periodos intercalados con las inmersiones en medio líquido. 
Esto permite reducir la película de medio líquido que queda sobre los explan-
tes, así como renovar con más frecuencia la atmósfera interna del biorreactor.

Una vez que se conocen los tiempos y frecuencias de inmersión apropia-
dos para la especie estudiada, se pueden evaluar distintas concentraciones de 
RCVs, pues como se ha mencionado, la disponibilidad y por lo tanto eficacia 
de los mismos es mayor en medios líquidos que en medios semisólidos, y en 
principio cabe la posibilidad de obtener resultados equiparables o mejores con 
menores concentraciones de RCV, aunque esto se debe verificar experimental-
mente para cada especie.

Protocolos

Protocolo 2.1 

Protocolo para la propagación en biorreactores tipo tanque gemelo de Hethe-
roteca inuloides y Ruta chalepensis; plantas herbáceas muy empleadas en la 
medicina tradicional. Para poder recuperar y validar estos conocimientos 
ancestrales, es necesario revisarlos con un riguroso enfoque científico. Para 
realizar estudios posteriores, es muy útil contar con sistemas de propagación 
in vitro que permitan obtener una gran cantidad de material vegetal en poco 
tiempo, además de que, en caso de encontrar compuestos de interés, posterior-
mente estos mismos sistemas de cultivo in vitro podrán facilitar la búsqueda 
de estrategias para incrementar la producción de metabolitos secundarios, por 
ejemplo, la adición de elicitores al medio de cultivo.
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Materiales

1.	 Cultivos in vitro de H. inuloides y R. chalepensis.
2.	 El medio de cultivo basal empleado fue MS, según la fórmula original de 

Murashige & Skoog (1962). Los medios empleados fueron:

�	 Control: Medio basal adicionado con 8 g L-1 de agar.
�	 Para H. inuloides: tratamiento 1 (medio basal) y tratamiento 2 (Medio 

adicionado con 1 mg/L de ácido indolacético).
�	 Para R. chalepensis: tratamiento 1 (medio basal) y tratamiento 2 (M 

adicionado con 0.1 mg/L de benciladenina).
3.	 Biorreactores tipo tanques gemelos, con recipientes de vidrio de 1 L de 

capacidad (Fig 1).

Figura 2.1. Esquema de biorreactor de inmersión temporal de tipo tanques gemelos. 
El recipiente A es el reservorio del medio de cultivo; el recipiente B contiene a los explantes. 

El aire bombeado al recipiente A pasa a través de un filtro hidrofóbico (C), presuriza el 
interior de A y empuja el medio líquido al recipiente B, a través de una manguera que conecta 

ambos recipientes (D). Al finalizar el tiempo de inmersión, se bombea aire al recipiente B 
para forzar al medio a regresar al recipiente A.

Todos los medios y los biorreactores fueron esterilizados en autoclave a 
1.2 kg/cm2 y 121 °C por 20 min.

Bomba
de aire D

CC

A B

Bomba
de aire
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Procedimiento  

1.	 Todas las manipulaciones de BITs y explantes se llevaron a cabo en cam-
pana de flujo laminar, para garantizar condiciones axénicas. 

2.	 A partir de los cultivos previamente establecidos in vitro de ambas espe-
cies, se obtuvieron segmentos nodales con al menos una yema.

3.	 En cada biorreactor se colocaron 100 ml de medio, según el tratamiento 
correspondiente, y cinco explantes.

4.	 Las condiciones de cultivo consistieron en una temperatura de 25 + 2 °C 
con un fotoperiodo 16 h luz / 8 h oscuridad, bajo lámparas fluorescentes 
de luz blanca. En el caso de los experimentos en biorreactores, se utilizó 
una inmersión de 5 min cada 3 h.

5.	 Después de 60 d de incubación se registró el número de brotes por explante.
6.	 El análisis estadístico se realizó utilizando el software GraphPrism®; se 

efectuó el test de Kruskal-Wallis (P < 0.05) y para comparar las medias 
se utilizó el test de Dunn.

Resultados

El empleo de biorreactores de inmersión temporal tuvo un efecto positivo en 
la propagación masiva de ambas especies (Fig. 2.2). En H. inuloides hay una 
diferencia estadísticamente significativa entre el uso de biorreactores y el uso 
de medios semisólidos; en este caso, no hubo diferencia significativa entre 
añadir o no AIA al medio de cultivo (Fig. 2.2). En el caso de R. chalapensis el 
uso de medio sin reguladores en biorreactores, o en sistemas tradicionales, no 
supone una diferencia estadísticamente significativa; sin embargo, adicionar 
BA al medio de cultivo, y al emplear biorreactores, hay un incremento en el 
promedio de brotes generados.

En ninguna de las dos especies se presentó hiperhidratación de los brotes 
ni de los explantes, por lo cual consideramos que el tiempo y frecuencia de 
inmersión que se utilizaron son los adecuados.
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Figura 2.2. Promedio de brotes por explante en H. inuloides y R. chalepensis. 
Letras iguales indican que no hubo diferencia estadísticamente significativa entre 

los tratamientos según el test de Dunn con un nivel de significancia de α=0.05.

Abreviaturas

ADN: ácido desoxirribonucleico
BA: benciladenina
BIT: biorreactor de inmersión temporal
RCV: reguladores de crecimiento vegetal

Bibliografía

Akdemir, H., Süzerer, V., Onay, A., Tilkat, E., Ersali, Y. & Çiftçi, Y.O. (2014). 
Micropropagation of the pistachio and its rootstocks by temporary im-
mersion system. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 117: 65-76

Afreen, F., (2008). Temporary immersion bioreactor. En Plan Tissue Culture 
Engeneering. (187-201). Dordrecht, Holanda: Springer.

Bello-Bello, J.J., Cruz-Cruz, C.A. & Pérez-Guerra, J.C. (2019). A new tem-
porary immersion system for commercial micropropagation of banana 
(Musa AAA cv. Grand Naine). In Vitro Cellular & Developmental Biology 
– Plant, 55,313-320

Benelli, C. & De Carlo, A. (2018). In vitro multiplication and growth impro-
vement of Olea europaea L. cv canino with temporary immersion system 
(PlantformTM). Biotech, 8, 317.

Hetheroteca inuloides Ruta chalepensis

Tratamientos

Control BIT BIT/1 mg/L

AIA

50

40

30

20

10

0P
ro

m
ed

io
 d

e 
br

ot
es

po
r e

xp
la

nt
e 

(S
E
)

P
ro

m
ed

io
 d

e 
br

ot
es

po
r e

xp
la

nt
e 

(S
E
)

Tratamientos

b

a a

Control BIT BIT/0.1 mg/L

BA

50

40

30

20

10

0

b ab

a



Capítulo 2. Propagación de plantas en biorreactores de inmersión temporal

75

Berthouly, M. & Etienne, H. (2005). Temporary immersion system: a new 
concept for use liquid medium in mass propagation. En Liquid Culture 
Systems for in vitro Plant Propagation. (165-195). Dordrecht, Holanda: 
Springer.

Bulbarela-Marini, J.E., Gómez-Merino, F.C., Galindo-Tovar, M.E., Sola-
no-Rodríguez, L.A., Murguía-González, J., Pastelín-Solano, M.C., 
Nuñez-Pastrana, R. & Castañeda-Castro, O. (2019). The in vitro propa-
gation system of Citrus x latifolia (Yu. Tanaka) Yu. Tanaka (Rutaceae) 
affects the growth and depletion of nutriements. In Vitro Cellular & De-
velopmental Biology – Plant. 55, 290-295

Dewir, Y.H., Indoliya, Y., Chakrabarty, D. & Paek, K.Y. (2014). Biochemical 
and Physiological Aspects of Hyperhydricity in Liquid Culture System. 
En Production of Biomass and Bioactive Compounds Using Bioreactor Te-
chnology. (693-709). Dordrecht, Holanda: Springer.

Eibl, R. & Eibl, D. (2008). Design of bioreactors suitable for plant cell and tis-
sue cultures. Phytochemistry Reviews, 7, 593-598

Escalona, M., Lorenzo, J.C., González, B., Daquinta, M., González, J.L., Des-
jardins, Y. & Borroto, C.G. (1999). Pineapple (Ananas comosus L. Merr) 
micropropagation in temporary immersion systems. Plant Cell Reports, 
18,743-748

Georgiev, M.I. (2014). Design of Bioreactors for Plant Cell and Organ Cultu-
res. En: Production of Biomass and Bioactive Compounds Using Bioreactor 
Technology. (3-15). Dordrecht, Holanda: Springer.

Godoy, S., Tapia, E., Seit, P., Andrade, D., Sánchez, E., Andrade, P., Almeida, 
A.M. & Prieto, H. (2017). Temporary immersion systems for the mass pro-
pagation of sweet cherry cultivars and cherry rootstocks: development of a 
micropropagation procedure and effect of culture conditions on plant qua-
lity. In Vitro Cellular & Developmental Biology – Plant, 53, 494-504

Jeong, B.R. & Sivanesan, I. (2016). Micropropagation, berberine content and 
antitumor activity of Jeffersonia dubia (Maxim.) Benth et Hook. Plant 
Cell, Tissue and Organ Culture, 124, 453-458

Leyva-Ovalle, O.R., Bello-Bello, J.J., Murguía-González, J. Núñez-Pastrana & 
R., Ramírez-Mosqueda, M.A. (2020). Micropropagation of Guarianthe 
skinneri (Bateman) Dressler et W. E. Higging in Temporary Immerson 
Systems. Biotech, 10, 26.



76

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Li, F., Weng, J. (2017). Desmystifying traditional herbal medicine with mo-
dern approach. Nature Plants. 3, 17109.

Mamun, N.H.A., Egertsdotter, U. & Aidun, C.K. (2015). Bioreactor technolo-
gy for clonal propagation of plants and metabolite production. Frontiers 
in Biology, 10:177

Martínez-Rivero, A., Ramírez-Mosqueda, M.A., Mosqueda-Frómeta, O., 
Escalona-Morgado, M.M., Rivas-Paneca, M., Rodríguez-Escriba, R.C., 
Daquinta-Gradaille & Bello-Bello, J.J. (2020). Influence of Vitrofural ® on 
sugarcane micropropagation. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 141, 
447-453

Murashige, T. & Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bioas-
says with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, 15, 473-497

Paek, K. Y., Chakrabarty, D. & Hahn, E.J. (2005). Application of bioreactor 
systems for large scale production of horticulutral and medicinal plants. 
En: Liquid Culture Systems for in vitro Plant Propagation (95-116). Dor-
drecht, Holanda: Springer.

Regueira, M., Rial, E., Blanco, B., Bogo, B. Aldrey, A., Correa, B., Varas, E., 
Sánchez, C. & Nieves, V. (2018). Micropropagation of axillary shoots of 
Salix viminalis using a temporary immersion system. Trees, 32, 61-71

Takayama, S. & Akita, M. (2005). Practical aspects of bioreactor application in 
mass propagation of plants. En: Liquid Culture Systems for in vitro Plant 
Propagation. (6-78). Dordrecht, Holanda: Springer.

Thi, L.T., Park, Y.G. & Jeong, B.R. (2019). Growth and development of car-
nation ‘Dreambyul’ plantlets in a temporary immersion system and 
comparisons with conventional solid culture methods. In Vitro Cellular 
& Developmental Biology – Plant, 55, 539-548

Zhao, Y., Sun, W., Wang, Y., Saxena, P.K. & Liu, C. (2012). Improved Mass 
Multiplication of Rhodiola crenulata Shoots Using Temporary Immersion 
Bioreactor with Forced Ventilation. Applied Biochemistry and Biotechno-
logy, 166, 1480-1490

Ziv, M. (2005). Simple bioreactors for mass propagation of plants. En Liquid 
Culture Systems for in vitro Plant Propagation. (79-93). Dordrecht, Ho-
landa: Springer.



Capítulo 3 
Análisis de compuestos 

fitoquímicos

María de Lourdes de la Rosa Carrillo
Gerardo Castillo Vargas

Departamento de Química del Centro de Ciencias Básicas
Universidad Autónoma de Aguascalientes 

Resumen 

Desde que el hombre existe, ha dependido de las plantas para 
satisfacer la mayoría de sus necesidades y el estudio de éstas se 
ha incrementado de manera considerable al captar el interés de  
los investigadores con diversos fines como pueden ser el aumen-
tar la producción de alimentos de origen vegetal, reforestación o 
descubrimiento de sustancias innovadoras para diferentes apli-
caciones, siendo el área de la salud una de las más exploradas con 
ayuda de la fitoquímica, ciencia que permite conocer de manera 
integral, algunos de los muchos productos químicos naturales 
en las plantas. El análisis puede ser cualitativo, partiendo de una 
muestra de planta de interés, a la que, por medio de diferentes 
solventes, se le extraen diversos compuestos y en los extractos se 
realizan pruebas químicas que permiten identificar la presencia 
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de ciertos grupos de compuestos, esto se conoce como escrutinio fitoquímico 
y con el apoyo de métodos instrumentales se complementa el estudio al se-
parar, identificar y cuantificarlos. Muchos de los compuestos de interés, son 
los metabolitos secundarios, compuestos producidos por las plantas que no 
tienen una función reconocida o concreta, pero sí una gran diversidad de apli-
caciones. En este capítulo se presenta un protocolo para realizar el escrutinio 
fitoquímico preliminar de Eryngium heterophyllum, planta de uso medicinal, 
en la que se encontraron pequeñas diferencias en el contenido de algunos me-
tabolitos secundarios al comparar muestras de planta propagada in vitro y ex 
vitro, demostrando que la biotecnología vegetal es una herramienta excelente 
para realizar investigación de manera sustentable.

Fitoquímica

Las plantas participan en ciclos biológicos, siendo indispensables para la su-
pervivencia del hombre y estudiar sus compuestos da información que ayuda 
a comprender la fisiología y bioquímica de los organismos que los producen lo 
que permite darles un mejor uso. Por otro lado, con el interés que ha desper-
tado la medicina “naturista”, continuamente crece el número de publicaciones 
que ilustran la utilidad de las plantas para el tratamiento de diversas afeccio-
nes. Desafortunadamente, la mayoría no están suficientemente documentadas 
ni alertan contra los posibles efectos colaterales por el uso indiscriminado de 
materiales vegetales. Paralelamente el interés ha evolucionado hacia el estudio 
científico de los componentes y efectos de las plantas que tradicionalmente 
muestran actividades biológicas interesantes. Con ayuda de la fitoquímica, se 
puede tener, de manera integral, el conocimiento de algunos de los muchos 
productos químicos naturales que pueden ser extraídos, separados, purifica-
dos y determinados fisicoquímicamente en las plantas. Estos se encuentran en 
la complejidad de las células vegetales no sólo como entidades químicas, sino 
también como productos de una serie de mecanismos que intervienen en su 
biogénesis, como sustancias activas que desempeñan una función en los pro-
cesos bioquímicos de las células o bien como elementos que pueden provocar 
alteraciones fisiológicas en humanos y animales. La aplicación terapéutica que 
los productos químicos naturales puede tener en el hombre y también su uso 
como materias primas de la industria alimentaria y químico farmacéutica son 
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de gran importancia social y económica. Es deseable tener claro el objetivo a 
lograr al momento de realizar un análisis fitoquímico. En ocasiones el interés es 
por estudiar una planta en particular para explorar sus componentes y en otros 
casos se busca un principio activo en particular, por ejemplo: alcaloides, sapo-
ninas, colorantes, aceites esenciales, etc. La búsqueda y colecta de plantas para 
su análisis requiere de experiencia y tiempo, implica viajar e incluso desplazarse 
por terrenos de difícil acceso, así como también se debe tener idea de la canti-
dad de material vegetal que se va a recolectar y que parte o partes de la planta 
son las más adecuadas. En un laboratorio para la investigación química, en el 
que se puede recibir gran cantidad de material vegetal para su análisis, el tiempo 
y costo requerido en cada estudio, puede llegar a tener una marcada diferencia 
si se realizan de manera conveniente pruebas preliminares, que permitan dar 
preferencia a las plantas de mayor provecho. En estos estudios preliminares se 
pueden usar muestras desde 1 a 1000 gramos y el análisis se puede orientar a 
localizar cualitativa o cuantitativamente uno o varios principios activos. A fina-
les del siglo XX, muchos de estos procesos requerían que se partiera de grandes 
cantidades de muestras biológicas (del orden de varios kilogramos), con pro-
cesos largos de fraccionamiento, purificación y caracterización. Estos procesos 
duraban inclusive años y se requería de varias personas trabajando de manera 
colaborativa en diferentes universidades o institutos de investigación.

Métodos de identificación

Los métodos más comunes para pruebas preliminares pueden ser:

a)	 Histológicos: Observación del comportamiento de cortes de tejidos fren-
te a ciertos reactivos que formen colores, den precipitados, etc.

b)	 Químicos: Tratamiento de extractos con agentes cromógenos, substan-
cias que forman precipitados, etc.

c)	 Fisicoquímicos: Uso de cromatografía, localización de ciertas bandas de 
absorción en el infrarrojo, etc.

d)	 Biológico: Efecto de extractos sobre cultivos de microorganismos, grupos 
de ratones, embriones, órganos aislados, tejidos, etc. 
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En todos los casos es recomendable verificar el comportamiento de los 
reactivos y la reproductividad y limitaciones de las técnicas, empleando subs-
tancias y extractos testigos. Para esto, es importante cuidar la calidad de los 
extractos, pues por lo general, son mezclas complejas de muchos metaboli-
tos y los principales parámetros que se deben considerar y estos son: 

a)	 La planta: cualquier parte de la planta puede contener principios activos 
de interés y se puede usar planta fresca o seca.

b)	 El solvente: el éxito en la determinación de compuestos biológicamente 
activos depende en gran medida del tipo de solvente que se usa, siendo 
los más comunes, para grupos de compuestos con propiedades similares 
de solubilidad de acuerdo a su estructura química: agua, acetona, alcohol 
(etanol, metanol), cloroformo y éter, un ejemplo de solvente específico 
para terpenoides es el diclorometanol.

c)	 El procedimiento de extracción: el principio básico para una buena ex-
tracción es triturar finamente el material vegetal, húmedo o seco, para 
incrementar la superficie del área de extracción. Estudios anteriores 
muestran que la proporción de solvente a muestra de 10:1 (v/p) es adecua-
da. Los métodos más usados son: homogenización, extracción exhaustiva 
en serie, extracción Soxhlet, maceración, decocción, infusión, digestión, 
percolación, sonicación. 

Actualmente las técnicas instrumentales han mostrado un gran avance 
en sus aplicaciones y permiten de una manera rápida y confiable el trabajo de 
caracterización de muchas sustancias naturales, inclusive las que están en muy 
baja concentración en las fuentes naturales, además de que presentan muchas 
ventajas como el uso de muestras más pequeñas, materiales y reactivos menos 
tóxicos y menor contaminación del ambiente al no hacer tanto uso de sol-
ventes orgánico como cloroformo, diclorometano, benceno, etc. Las técnicas 
más usadas son: espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), espectroscopia 
infrarroja (IR), espectrometría de resonancia magnética nuclear (RMN), es-
pectrometría de masas, cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) y sus 
diferentes variantes. Los métodos espectrofotométricos consisten básicamente 
en hacer reaccionar los metabolitos secundarios con reactantes que generen 
productos coloreados que puedan ser medidos por espectrofotometría en la 
región visible del espectro electromagnético. También se ha tenido éxito al ha-
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cer la combinación de las técnicas de RMN y espectrometría de masas, junto 
con el uso de las bases de datos, facilitando así el análisis de los metabolitos ya 
conocidos o ayudando en el hallazgo de otros nuevos. Aunque estas técnicas 
han desplazado casi definitivamente el uso de los métodos clásicos, para mu-
chos propósitos se utiliza todavía el análisis fitoquímico preliminar. 

Metabolitos secundarios

Los compuestos orgánicos que se hallan presentes en el vegetal pueden pro-
ceder del metabolismo primario o del metabolismo secundario (tabla 3.1). El 
primario se considera esencial para la vida y es común a todos los seres vivos 
del mundo, mientras que el secundario no se considera esencial para la vida y 
únicamente se produce en ciertos grupos vegetales. 

Tabla 3.1. Ejemplos de productos derivados del metabolismo primario y secundario 

Metabolitos primarios Metabolitos secundarios

Glúcidos: oligosacáridos y polisacáridos
Lípidos y ceras vegetales
Aminoácidos y proteínas
Ácidos nucleicos
Compuestos nitrogenados, como enzimas

Isoprenoides: terpenos, aceites esenciales, 
saponinas, cardiotónicos
Derivados fenólicos
Shikimatos: fenoles y ácidos fenólicos, 
cumarinas, lignanos, flavonoides, antocianinas
Acetatos: quinonas, antracenósidos.
Alcaloides

En el caso de metabolismo secundario, las plantas producen una gran can-
tidad y diversidad de compuestos orgánicos que se conocen como metabolitos 
secundarios o productos naturales. Estos compuestos no tienen una función 
reconocida o concreta en los procesos de fotosíntesis, respiración, transporte 
de solutos, síntesis de proteínas, asimilación de nutrientes, diferenciación o 
formación de carbohidratos, proteínas y lípidos. Los metabolitos secundarios 
también difieren de los metabolitos primarios, en que tienen una distribución 
restringida en el reino vegetal. Es decir, un metabolito secundario determina-
do se encuentra con frecuencia en una sola especie vegetal o grupo de especies 
relacionadas. El estudio de estos compuestos fue iniciado por los químicos 
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orgánicos del siglo XIX y principios del siglo XX, quienes se interesaron en 
estas sustancias debido a su importancia como drogas, venenos, sabores y 
materias industriales. Además de que estos compuestos tienen una implica-
ción ecológica pues actúan como respuesta a un estrés biótico como ataque de 
herbívoros, virus, hongos, bacterias, produciendo fitoalexinas. Otros tienen 
una función fisiológica muchas veces asociada como respuesta a algún tipo 
de estrés abiótico por ejemplo los alcaloides y las pectinas que pueden ser-
vir para el transporte de nitrógeno tóxico y compuestos de almacenamiento 
respectivamente, mientras que los compuestos fenólicos como los flavonoides 
realizan una función como protectores de rayos ultravioletas. Se tienen diver-
sos criterios para clasificar estos compuestos, entre los principales metabolitos 
secundarios se encuentran: alcaloides, fenoles, taninos, flavonoides, saponinas 
y glucósidos cianogénicos, y si se agrupan por su estructura química pueden 
ser isoprenoides, derivados fenólicos y compuestos que contienen nitrógeno.

Isoprenoides

El elemento estructural básico de estos compuestos se conoce como unidad 
de isopreno (Fig. 3.1), son generalmente insolubles en agua e incluyen a los 
esteroides, pigmentos de caroteno (Fig. 3.2), la vitamina A, el hule, los terpe-
nos, aceites esenciales, la cadena de fitol de la clorofila y algunas hormonas 
vegetales importantes. Los terpenos o terpenoides, constituyen el mayor gru-
po de metabolitos secundarios y al igual que muchos tipos de metabolitos 
secundarios, están involucrados en tareas de defensa. Se pueden encontrar en 
la fuente vegetal solos o formando glicósidos y son más frecuentes como tri-
terpenos, también llamados, saponinas. El isopreno ha sido detectado libre en 
Hamamelis jelena; sin embargo, esta molécula como tal no es frecuente en las 
plantas, sino que está asociada a otras unidades iguales o a otras moléculas. Se 
le puede obtener por pirólisis del limoneno (Fig. 3.3) o de la goma con lo cual 
se deduce el origen común de estos compuestos.
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Figura 3.1. El isopreno es el hemiterpeno de mayor abundancia en las plantas

Figura 3.2. Molécula de β-caroteno, precursor de la vitamina A

Figura 3.3. Monoterpenos. El mentol y el limoneno son derivados 
del geranildifosfato (GPP)

Derivados fenólicos

Los fenoles vegetales son los metabolitos secundarios que contienen en su es-
tructura el grupo fenol, que es un anillo aromático con un grupo hidroxilo 
(Fig. 3.4). Estos compuestos son sintetizados y acumulados en las plantas en 
gran número y variedad, hasta la fecha se han identificado aproximadamen-
te 8000 compuestos y también son llamados polifenoles o fenilpropanoides, 
participan en diversas funciones, tales como la asimilación de nutrientes, la 
síntesis proteica, la actividad enzimática, la fotosíntesis, la formación de com-
ponentes estructurales, la alelopatía y la defensa ante los factores adversos del 
ambiente. Están relacionados con el color, el sabor, el olor y propiedades nu-
tritivas y antioxidantes de las plantas. Los fenoles vegetales se clasifican de 

OPP

GPP (-)-Mentol (+)-(R)-Limoneno

OH
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acuerdo al número de anillos fenólicos que poseen y de los grupos funciona-
les que contienen. Los principales grupos son los ácidos fenólicos, estilbenos, 
lignanos, alcoholes fenólicos y flavonoides. Los compuestos flavonoides (Fig. 
3.5) constituyen uno de los grupos más ubicuos producidos por las plantas, 
se concentran en los órganos de éstas especialmente en las flores, hojas y se-
millas. Son compuestos de bajo peso molecular y tienen un amplio rango de 
funciones importantes en la bioquímica, fisiología y ecología de las plantas, 
incluyendo la coloración de semillas y pétalos de las flores, la germinación del 
polen y su fertilidad, protección contra radiación UV y organismos patóge-
nos, así como también influyen en el crecimiento de la planta, inhibidores de 
enzimas, antioxidantes  y compuestos anticancerígenos, por lo que tiene un 
alto potencial benefactor para los humanos, haciéndolos atractivos para su es-
tudio, extracción o producción, algunos ejemplos se muestran en la figura 3.6.

Figura 3.4. Estructura química del fenol

Figura 3.5. Estructura básica de los flavonoides y de los isoflavoniodes 
que consiste en dos anillos fenólicos
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Figura 3.6. Ejemplos de flavonoides. El compuesto denominado chalcona 
es precursor de las demás clases de flavonoides

Compuestos que contienen nitrógeno:  
Alcaloides y glucósidos cianogénicos

Los alcaloides son compuestos nitrogenados cuya función en la planta no está 
bien determinada y ha sido objeto de especulación durante los últimos años, 
pero se cree que actúan como defensa frente a predadores, especialmente ma-
míferos, debido a su toxicidad y capacidad de disuasión. Su química es compleja 
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y se les clasifica según la composición de su núcleo, en una quincena de grupos 
diferentes. Aparecen en diversos órganos, según la especie vegetal, la nicotina, 
por ejemplo, se sintetiza en las raíces, pero se acumula únicamente en sus hojas. 
Estas sustancias son conocidas por sus impresionantes efectos farmacológicos 
sobre los animales vertebrados. Como su nombre sugiere, muchos alcaloides 
son alcalinos (Fig. 3.7). Se sintetizan normalmente a partir de lisina, tirosina 
y triptófano, aunque algunos como la nicotina y compuestos relacionados de-
rivan de la ornitina. Hay alcaloides, como los del tropano, que contienen un 
anillo de pirrolidina, a esta familia pertenece la cocaína (Fig. 3.8).

Figura 3.7. Algunos alcaloides de importancia. La cafeína (a) es el alcaloide de mayor abun-
dancia; los tropano alcaloides (b y c) se encuentran solamente en la familia Solanaceae; y los 
monoterpenos indol alcaloides (d) se encuentran en las familias Apocynaceae, Loganiaceae, 

Nyssaceae y Rubiaceae

Figura 3.8. Estructura química de la cocaína

Otros metabolitos que tienen nitrógeno en su estructura son los glicósi-
dos cianogénicos, que son sintetizados por algunas plantas y son capaces de 
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liberar por hidrólisis ácido cianhídrico (HCN), un gas tóxico que participa de 
las interacciones planta-animal y que produce a menudo envenenamiento de 
ganado y ocasionalmente de personas. Estructuralmente están formados por 
un azúcar, un grupo ciano y un derivado carbonílico (aldehído o cetona). Casi 
todas las sustancias cianógenas son glicósidos de α-hidroxinitrilos (cianhidri-
nas). Se han encontrado más de 50 tipos de glicósidos cianógenos naturales 
de los cuales todos tienen una misma estructura general y en la actualidad se 
conocen más de 2500 especies, distribuidas en unas 110 familias diferentes 
que presentan estos compuestos. Para el reconocimiento de los metabolitos 
secundarios, en la actualidad sigue siendo de gran utilidad el  realizar pruebas 
cualitativas preliminares como son las fitoquímicas, que  consisten en una re-
acción química que produce alteración rápida en la estructura molecular de 
un compuesto, por ejemplo, la modificación de un grupo funcional, la aper-
tura de un sistema anular, la formación de un aducto o un complejo, lo cual 
da por resultado una manifestación sensible como el cambio de un color, la 
formación de un precipitado o el desprendimiento de un gas, dando indicios 
de la presencia o ausencia de un metabolito secundario en particular.

Biotecnología vegetal como una alternativa 

La pérdida de especies vegetales debido a la destrucción de su hábitat natural 
y a la explotación irracional de recursos forestales puede poner en peligro la 
supervivencia de plantas utilizadas de manera tradicional en cada región y en 
cada cultura, lo cual representa una pérdida no solo a nivel ecológico, sino 
también a nivel social y económico. En el caso concreto de las plantas medi-
cinales, la colecta excesiva de material vegetal del medio silvestre se considera 
como la principal amenaza. De hecho, muchas de las especies de mayor valor 
medicinal han sido ya erradicadas de sus zonas más importantes de distribu-
ción natural. Por lo anterior, es crucial desarrollar estrategias para proteger 
estos valiosos recursos naturales, pero que también permitan su explotación 
racional. La aplicación de técnicas de cultivo de tejidos vegetales (CTV) abre la 
posibilidad, por un lado, de conservar in vitro el germoplasma (Fig. 3.9) de es-
pecies vegetales de uso tradicional y por otra parte aprovecharlas, mediante la 
micropropagación, con diversos fines. En la Unidad de Biotecnología Vegetal 
de la Universidad Autónoma de Aguascalientes (UAA), se logró el estableci-
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miento del cultivo in vitro de varias especies (tabla 3.2), con uso medicinal de 
la región de Aguascalientes-Zacatecas.

Tabla 3.2. Sistema de propagación in vitro y usos de cinco especies de la región 
Aguascalientes-Zacates con propiedades medicinales

Especie Nombre común Propagación In vitro Usos
Eryngium heterophyllum Hierba del sapo 0.5 mg/L mT* Antiinflamatoria, tos, riñón, artritis, diabetes

Heterothecha inuloides Árnica amarilla 1.0 mg/L AIA**
Para cicatrizar y desinfectar heridas en per-
sonas y animales, para desinflamar golpes 
externos

Ipomoea purpurea Hiedra de flores 
chiquitas 0.5 mg/L mT Purgante; para ayudar al parto

Plumeria rubra L. Xaca, plumeria 0.1 mg/L mT Indigestión, lesiones óseas, purgante, poste-
millas, dolor de muelas.

Ruta chalapensis L. Ruda 2 g/L Carbón activado
Trastornos gineco-obstétricos; para ayudar 
al parto, lactógeno; analgésico; trastornos 
gastrointestinales; enfermedades de la piel

* mT: meta-Topolina
**AIA: Ácido indol- acético
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Figura 3.9. Especies propagadas in vitro y conservadas en el banco de germoplasma de la 
Unidad de Biotecnología Vegetal de la Universidad Autónoma de Aguascalientes: a) Plumeria 

rubra L., b) Eryngium heterophyllum, c) Ruta chalapensis L., d) Ipomoea purpurea y e) Hete-
rothecha inuloides 

Es importante considerar que muchos de los metabolitos secundarios 
son producidos por las plantas en respuesta a algún tipo de estrés ambiental, 
o como defensa contra patógenos y predadores; asimismo, la acumulación de     
metabolitos secundarios suele depender de las condiciones que se presentaron 
durante el crecimiento y desarrollo del individuo, como presencia o ausen-
cia de algunos nutrientes, exposición a sequía, salinidad, bajas temperaturas, 
radiación ultravioleta, ataque de patógenos, entre otros. Se pueden emular al-
gunas de estas condiciones en los cultivos vegetales in vitro para obtener o 
potenciar la producción de determinados metabolitos, práctica que se conoce 
como elicitación. Por ejemplo, para incrementar la producción de compuestos 
fenólicos, como metabolitos secundarios, hay más de 40 referencias, usando 
diferentes tipos de elicitores como los biológicos (bacterias y hongos), quími-
cos (aminoácidos, condiciones de cultivo, compuestos orgánicos, precursores 
metabólicos, RCV), físicos (metales, diferentes tipos de luz) y en ocasiones 
combinaciones de alguno de estos factores para incrementar la eficiencia. Para 
que el cultivo in vitro de células vegetales tenga aplicación en la producción 
industrial de metabolitos secundarios, se requiere que estos se puedan obtener 
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en grandes cantidades; no ocurre así en la mayoría de los cultivos celulares que 
producen estos compuestos en niveles inferiores a los obtenidos en las plan-
tas de las cuales se derivan tales cultivos. No obstante, este panorama cambia 
rápidamente, la producción de algunos metabolitos específicos ha aumentado 
mediante diferentes métodos (Fig. 3.10).

Figura 3.10. Principales métodos para la producción de metabolitos secundarios en grandes 
cantidades usando técnicas biotecnológicas.

Como ejemplo,  la planta Llantén (Plantago major) (Fig. 11) es usado en 
muchas partes del mundo, entre ellos México, para el tratamiento de una gran 
cantidad de enfermedades, pues posee propiedades medicinales antiinflama-
torias, antidiarreicas y cicatrizantes, entre otras. Los estudios se han realizado 
desde los años 60’s en diversas partes de la planta para identificar sus consti-
tuyentes químicos (carbohidratos, lípidos, alcaloides, terpenos, flavonoides, 
vitaminas, etc.), relacionados con la actividad biológica. Esta planta silvestre 
crece en todo el mundo y es considerada maleza, y aunque se piense que es 
una planta abundante, actualmente se ve perjudicada por actividades agro-
nómicas, explotación y otros factores que pueden conducir a su erosión. En 
otras investigaciones se mencionan parámetros generales para el cultivo in 
vitro de tejidos vegetales de esta especie, pero es necesario seguir aplicando 
esta tecnología a muchas otras plantas de interés por su uso y/o condiciones 
de conservación. En este sentido, debe evitarse que el consumo de especies 
vegetales silvestres se intensifique para no ocasionar su extinción, por lo que 
es inminente desarrollar técnicas sustentables como el CTV, que puede hacer 
posible la producción planificada, controlada y manipulada de compuestos 
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de metabolismos secundarios

Seleccionar variantes
genéticas sobreproductoras

Optimizar el medio de cultivo
para la producción de biomasa

y para la biosíntesis
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bio-activos poseedores de propiedades curativas. Esta técnica también se pue-
de aplicar para especies cuya multiplicación por métodos convencionales, ya 
sea por semillas o por métodos asexuales, es poco eficiente. 

Figura 3.11. Plantago major (García, 2015)

En los cultivos in vitro es común que se empleen diferentes reguladores 
de crecimiento vegetal (RCV) como lo son las citocininas, vinculadas al creci-
miento y desarrollo de las plantas. Después del establecimiento del cultivo in 
vitro a partir de semilla de la especie E. heterophyllum (Fig. 3.12) en la Unidad 
de Biotecnología Vegetal de la UAA, se puede apreciar (Fig. 3.13) como la 
meta-Topolina, RCV del grupo de las citocininas, usada en diferentes concen-
traciones, influye en el desarrollo de la planta.
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Figura 3.12. E. heterophyllum 26 días después de la germinación de la semilla. 

También se puede observar la generación de raíces. 

Figura 3.13. E. heterophylum con meta-Topolina en concentraciones de a) 0.5 mg/L b) 
1.5mg/L y c) 1mg/L. Obsérvese la respuesta del tejido ante las diferentes concentraciones, hay 

formación de raíz en (b) y un mayor crecimiento en (c)

Al influir en el desarrollo de la planta, también es importante investigar si 
los reguladores de crecimiento o si el mismo cultivo in vitro provoca variacio-
nes en la producción de metabolitos secundarios. Se realizó una investigación 
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sobre la producción de metabolitos secundarios mediante la capacidad an-
tioxidante en Aloe arborescens, detectando compuestos irinoides, fenólicos, 
flavonoides y taninos condensados, a partir de plantas regeneradas in vitro, 
llegando a la conclusión que de manera particular la adición de los regulado-
res de crecimiento vegetal en el A. arborescens  aumentan considerablemente 
la producción de estos metabolitos en comparación con los medios a los que 
no se le añadieron RCV, sin embargo de igual manera se notó que a par-
tir de cierta concentración es donde alcanza su punto máximo. Esto puede 
servir como base no solo para la proliferación, si no para la producción de 
metabolitos secundarios a largo plazo. Por otro lado, el análisis fitoquími-
co se ha intensificado en una gran diversidad de especies. Por ejemplo, se 
reportó en  un estudio preliminar en 78 plantas usadas tradicionalmente 
en Perú con fines medicinales, usando pruebas químicas cualitativas para 
identificar la presencia de metabolitos secundarios encontrando alcaloides, 
flavonoides, cardiotónicos, saponinas, taninos, esteroides y antocianinas en 
diferentes proporciones. Este tipo de estudios permite dirigir investigaciones 
más precisas sobre alguna especie o metabolito en particular. De esta mane-
ra se han realizado la caracterización fitoquímica de Prosopis flexuosa var. 
flexuosa (algarrobo) y Prosopis flexuosa var. depressa (alpataco) por medio 
de una marcha fitoquímica (Fig. 3.14), metodología que se basa en realizar 
extracciones con solventes y separarlo en diversas fracciones a las que se les 
pueden realizar pruebas cualitativas (tabla 3.3) para determinar la presencia 
de los diferentes metabolitos. 
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Figura 3.14. Secuencia para separar las fracciones de un extracto de una planta obtenido 
por el uso de diferentes solventes y poder realizar un escrutinio fitoquímico, modificado 

de Ardoino (2017).
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Tabla 3.3. Pruebas químicas cualitativas para determinar la presencia 
de metabolitos secundarios, en fracciones obtenidas a partir del extracto 

de la planta con diferentes solventes

Fracción Metabolito Prueba

A

Flavonoides Reacción de Shinoda

Taninos y OH fenólicos
Reacción de Cloruro Férrico
Reacción con gelatina

Lípidos Yodo
Hidratos de carbono Reacción con fenol

B
Núcleos esteroidales y triterpenos Reacción de Liebermann-Burchard
Antraquinonas Reacción de Borntrager directa

C

Alcaloides Reacción de Dragendorff
Cardenólidos Reacción de Kedde
Estructuras esteroidales Reacción de Liebermann-Burchard
Leucoantocianidinas Reacción de Rosenheim

D
Compuestos fenólicos Reacción de Cloruro Férrico
Proteínas y péptidos Reacción de Biuret

REACCIONES
DIRECTAS

Saponinas
Poder afrógeno
Poder emulsificante

Proteínas-aminogrupos Reacción de Ninhidrina (sobre papel)

Otro tipo de técnicas como las cromatográficas y/o espectrométricas se 
usaron para determinar la presencia de alcaloides, compuestos fenólicos y 
terpenos en cactus globulares y columnares, estas plantas producen una am-
plia gama de metabolitos secundarios implicados en el mecanismo de defensa 
frente a estrés biótico y abiótico. Los datos revelaron que el nivel de algunos 
constituyentes químicos podría dar valor agregado a estas especies desde el 
punto de vista nutricional, farmacológico y biológico. 

Acoplando la biotecnología con el análisis fitoquímico comienzan a surgir 
estudios interesantes. Se tiene el caso donde se realizó un escrutinio fitoquí-
mico mediante cromatografía en capa fina a partir de raíces transformadas de 
Bidens odorata, encontrando que tienen la capacidad de sintetizar compuestos 
diversos como alcaloides, derivados de antraceno, aceites esenciales, flavonoi-
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des, saponinas, esteroides y triterpenos. Estos metabolitos secundarios están 
presentes tanto en la parte aérea como en raíces de las plantas, por lo que los 
resultados demuestran que las raíces transformadas pueden ser una opción 
viable para la obtención de los compuestos de interés farmacológico. En otro 
ejemplo, haciendo uso de métodos instrumentales de análisis como la croma-
tografía líquida de ultra alta resolución acoplada a espectrometría de masas 
(UHPLC-PDA-HESI-Orbitrap-MS/MS) se detectaron 44 metabolitos y logra-
ron identificar 43, a partir de cultivos in vitro de Coryphantha macromeris, siete 
compuestos son reportados por primera vez para especies de cactáceas. Algu-
nos ácidos orgánicos (ácido cítrico, glucónico y tianshico) y ácidos fenólicos 
(ácido piscídico, ferúlico y siríngico y/o sus derivados) se encontraron como 
los metabolitos de mayor abundancia relativa, resaltando así el potencial del 
CTV como una alternativa para la obtención y estudio de metabolitos de inte-
rés. Cabe destacar el uso de técnicas combinadas para separar e identificar los 
componentes de una mezcla. En este caso la Cromatografía Líquida de Alta 
Eficiencia (sigla inglesa HPLC) es una técnica de separación muy utilizada, en 
la que el tamaño de partícula de la fase estacionaria generalmente es de 2 a 5 
µm, pero recientemente se han incorporado tamaños de partícula menores a 2 
µm, lo que se traduce en una separación más eficiente, aunque se requiere de 
bombas de presión de mayor capacidad (más de 6.000 psi), por lo que a ésta 
se la denomina UPLC, o UHPLC, hablándose de ultra-HPLC. En cuanto a los 
analizadores de masas, se cuenta con analizadores de cuadrupolo, de trampa 
de iones, y de tiempo de vuelo. Los desarrollados últimamente son los anali-
zadores de trampa de iones que permiten atrapar ciertos iones y someterlos a 
una fragmentación posterior, logrando obtener un nuevo espectro de masas, lo 
que lleva a la técnica denominada espectrometría de masas tándem, conocida 
por la sigla inglesa MS/MS. Los espectros así obtenidos proporcionan mayor 
información de los procesos de fragmentación, lo que es muy útil para la di-
lucidación estructural de los metabolitos secundarios. También es importante 
mencionar el uso cada vez más extendido de las redes de datos moleculares 
como por ejemplo la red social global de productos Naturales (Global Natural 
Products Social Molecular Network, GNPS), que combinada con otras herra-
mientas disponibles en línea como LipidsXplorer, permite la desreplicación, 
identificación y caracterización estructural de diferentes productos naturales 
como lípidos y alcaloides esteroidales. De esta manera, la combinación de téc-
nicas junto con el uso de las bases de datos, facilita mucho el análisis de los 
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metabolitos ya conocidos y ayuda en el hallazgo de otros nuevos. En estudio re-
ciente lograron determinar y aislar por medio de resonancia magnética nuclear 
y espectrometría de masas un derivado del ácido ferúlico (feruloil-glucósido) 
a partir de raíces transformadas de Turbinicarpus lophophoroides, compuesto 
que se reporta por primera vez y que no se detectó en las raíces sin transformar 
(control), siendo nuevamente la biotecnología vegetal una opción si se desea 
producir este compuesto en grandes cantidades.

El registro de este tipo de investigaciones aumenta de manera importante, 
resaltando que el escrutinio fitoquímico preliminar sigue siendo una estrategia 
valiosa para tener un panorama general de los metabolitos presentes en algu-
na especie de interés; con el apoyo de los métodos instrumentales se puede 
separar, identificar y cuantificar compuestos y la biotecnología vegetal es una 
herramienta excelente para el estudio y producción de estos metabolitos.

Protocolo

Protocolo 3.1 Análisis fitoquímico preliminar  
en plantas propagadas in vitro

Para determinar el efecto de la propagación in vitro en una especie vegetal con 
relación a la producción de metabolitos secundarios, es deseable hacer una pri-
mera aproximación comparando de manera cualitativa la presencia de grupos 
de compuestos entre el cultivo in vitro y ex vitro. Se inicia con seleccionar la 
especie de interés y establecer su cultivo in vitro, para encontrar las condicio-
nes más favorables para su micropropagación. Cuando se tiene material vegetal 
suficiente en ambos tipos de cultivo se puede realizar el escrutinio fitoquímico.

En el caso de Eryngium los estudios sobre esta familia son muy extensos, 
sin embargo, no hay estudios referentes a la micropropagación de Eryngium 
heterophyllum, por otra parte, existen estudios de especies pertenecientes a la 
misma familia, tal es el caso de Eryngium foetidum (cilantro cimarrón) el cual 
se logró micropropagar mediante el uso de medio de cultivo propuesto por 
Murashige y Skoog (MS) suplementado con 1.5mg/L de bencilaminopurina 
(BAP) y 0.1mg/L de ácido naftalenacético (ANA). Considerando esta referen-
cia se desarrolla un sistema de cultivo in vitro para la especie seleccionada 
(Revisar capítulo 1).
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�	 Material vegetal: planta Eryngium heterophyllum propagada in vitro y 
ex vitro

�	 Procedimiento:

a)	 Preparación de la muestra. Para la obtención del material seco de E.  
heterophyllum, se pesaron aproximadamente 5 g de la parte aérea de la 
planta ex vitro e in vitro. Se secaron al sol siendo cubiertas de la radia-
ción directa con papel estraza durante una semana.

b)	 Obtención de extractos. Las muestras secas se trituraron con morte-
ro y se dividieron en tres porciones aproximadamente de 0.20 g cada 
una. Se añadió el solvente a usar: metanol, cloroformo y agua acidifi-
cada con HCl al 5% (v/v) para tener un volumen final de 10 mL. Cada 
muestra se calentó en baño maría durante 10 minutos a reflujo. Pasa-
do este tiempo, si es necesario se completa el volumen perdido de cada 
solvente hasta obtener un volumen de 10 mL. Los extractos se dejaron 
1 día en oscuridad para una mejor extracción de los compuestos. 

c)	 Pruebas cualitativas (a la gota) para principios activos. Se realizaron 
diversas pruebas para determinar la presencia de diferentes grupos 
químicos de metabolitos secundarios, adaptación del protocolo pro-
puesto por Bussmann y Barba. Se utilizaron los extractos (metanólico, 
cloroformo y agua acidulada con HCl al 5% v/v) tanto de las muestras 
in vitro como ex vitro y las pruebas se realizaron en una placa de toque 
de cerámica.

1.- Alcaloides: 

·	 Mayer: Se agregaron 4 gotas de extracto y 2 gotas de reactivo. Este 
reactivo se prepara al disolver 1.36 g de cloruro mercúrico en 60 mL 
de agua. Se prepara otra solución con 5 g de yoduro de potasio y 10 
mL de agua para disolver la sal. Se mezclan las dos soluciones y se 
afora a 100 mL. El reactivo sólo se agrega a soluciones previamente 
aciduladas con HCl o H2SO4 diluidos y las muestras no deben conte-
ner ácido acético o etanol, pues se disuelve el precipitado blanco que 
se forma. Es importante agregar unas cuantas gotas del reactivo a la 
muestra, porque algunos alcaloides son solubles en exceso de éste.
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·	 Dragendorff: El reactivo se prepara a partir de dos soluciones. Para 
la primera se disuelven 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado 
con 20 mL de ácido nítrico al 30%. La segunda solución es a par-
tir 27.2 g de yoduro de potasio disueltos con 50 mL de agua. Se 
mezclan las dos soluciones y se dejan en reposo durante 24 horas. 
Decantar la solución (para separar residuos de cristales de nitra-
to de potasio) y aforar con agua a 100 mL. El reactivo preparado 
se emplea en soluciones aciduladas. Para la prueba se agregaron 
4 gotas de extracto y 2 gotas de reactivo. La prueba es positiva al 
formarse un precipitado color marrón naranja.

·	 Wagner: Se agregaron 4 gotas de extracto y 2 gotas de reactivo el 
cual se prepara a base de yodo. Se disuelven 1.27 g de yodo (resu-
blimado) y 2 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua, se afora la 
solución a 100 mL con agua destilada. La mayoría de las soluciones 
aciduladas de alcaloides forman un precipitado color marrón.

·	 Marquis: Se añadieron 4 gotas en placa de toque del extracto y 2 
gotas de reactivo. Para el reactivo se agregan 5 gotas de formol al 
40% a 3 mL de H2SO4 concentrado. La heroína y la morfina dan en 
forma inmediata una coloración rojo púrpura, luego pasa a colora-
ción violeta y finalmente a coloración azul.

2.-	 Esteroides: Prueba de Liebermann-Burchard, el reactivo que se prepara 
mezclando 1 mL de anhídrido acético y 1 mL de cloroformo, se enfría a 
0 °C y se añade una gota de ácido sulfúrico. Se colocaron 4 gotas de ex-
tracto en placa de toque y se agrega gota a gota el reactivo. La prueba es 
positiva si el extracto cambia de color a azul, verde, rojo o naranja. 

3.-	 Lignanos: A una alícuota de 5 gotas de extracto se le agregó una gota de 
formol y una gota de ácido sulfúrico concentrado y se calentó. La prueba 
es positiva por la formación de un color rojo. 

4.-	 Quinonas: Prueba de Borntrager. Se tomaron 5 gotas de los extractos y se 
secaron a temperatura ambiente en placa de toque, se resuspendieron en 
5 gotas de tolueno y se añadieron 5 gotas de NaOH al 5%. La aparición de 
una coloración roja en la fase acuosa se tomó como positivo. 

5.-	 Flavonoides: Prueba de Shinoda. Se colocaron 5 gotas del extracto, se les 
añadió unas piezas de limadura de Magnesio y tres gotas de ácido clor-
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hídrico concentrado. La prueba fue tomada positiva con la aparición de 
una coloración roja. 

6.- 	 Taninos: Prueba con cloruro férrico. A 5 gotas de extracto se añaden dos 
gotas de solución de FeCl3 preparada al disolver 1.25 g de esta sal en 25 
mL de agua y después aforar a 50 mL con alcohol metílico. La aparición 
de un precipitado rojo, azul-violeta o verde es considerado como resulta-
do positivo.

Resultados

Se encontraron pequeñas diferencias en el contenido de algunos metabolitos 
secundarios para la especie E. heterophyllum al comparar las muestras in vitro 
y ex vitro, como se puede apreciar en la tabla 3.4. La presencia de precipitados 
o cambio de coloración (Fig. 3.15) fueron tomados como resultado positivo 
para cada prueba en específico, esto permite tomar decisiones para continuar 
con la investigación de esta especie.

Tabla 3.4. Comparación del análisis fitoquímico preliminar de E. heterophyllum, cultivada in 
vitro y ex vitro en extractos con metanol, cloroformo y agua acidulada con HCl al 5%(v/v) 

In vitro Ex vitro
Metabolito Prueba Metanol Cloroformo HCl(5%) Metanol Cloroformo HCl(5%)

Alcaloides

Mayer + + + + + +
Dragendorff + ++ ++ + + +
Wagner + ++ ++ + + +
Marquis + + + + + +

Esteroides Liebermann-Burchard ++ + - + + -
Lignanos Formol - - + - - -
Quinonas Borntrager - - - + - -
Flavonoides Shinoda + - + + - +
Taninos FeCl3 + - - + - -

Escala cualitativa: (+) = Presencia; ( - ) = Ausencia
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Figura 3.15. Prueba para la determinación de alcaloides. A) Muestra in vitro, B) Muestra ex 
vitro. 1) extractos metanólicos, 2) extractos con cloroformo, 3) extractos con agua acidulada 
(HCl al 5%) por medio de las pruebas de I) Mayer, II) Dragendorff, III) Wagner y IV) Mar-

quis para la especie E. heterophyllum.

Abreviaturas

AIA: ácido indolacético
ANA: ácido naftalenacético
BAP: bencilaminopurina
CTV: cultivo de tejidos vegetales
HPLC: cromatografía líquida de alta eficiencia
IR: infrarrojo
MS: espectrofotometría de masas
mT: metatopolina
RMN: resonancia magnética nuclear

Glosario

Análisis cualitativo: identificar la presencia de ciertos grupos de compuestos 
en una muestra por medio de pruebas químicas.

Fitoquímica: ciencia que permite conocer de manera integral, algunos de los 
muchos productos químicos naturales en las plantas.

Metabolito secundario: compuestos producidos por las plantas que no tienen 
una función reconocida o concreta.
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Resumen 

Los aceites esenciales son líquidos concentrados de mezclas 
complejas de compuestos volátiles y se pueden extraer de va-
rios órganos vegetales por métodos como hidrodestilación y 
destilación por arrastre con vapor. Los aceites esenciales son 
una excelente fuente de compuestos bioactivos principalmente 
terpenos y terpenoides. Poseen numerosas propiedades bioac-
tivas como antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorias, 
anticancerígenas, entre otras que pueden ser aprovechadas 
para la formulación de nutraceúticos. Por lo tanto, este capítulo 
proporciona información sobre algunos aceites esenciales, sus 
fuentes, su composición, métodos de extracción y bioactividad 
para ser utilizados como potenciales nutraceúticos. 
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Introducción 

La esperanza de vida a nivel mundial ha ido en aumento; sin embargo, el en-
vejecimiento de la población también ha llevado a una alta prevalencia de 
enfermedades crónicas como cáncer, enfermedades cardiovasculares, diabe-
tes, obesidad y síndrome metabólico. Se sabe que factores modificables del 
estilo de vida como poca actividad física, hábitos alimenticios poco saluda-
bles, alto peso corporal, tabaquismo y alcoholismo son factores determinantes 
en el desarrollo de enfermedades crónicas. Existe una clara relación entre los 
malos hábitos alimenticios y el desarrollo de enfermedades. En este contexto, 
la declaración de Hipócrates “que tu alimento sea tu medicina y tu medicina 
sea tu alimento” establece la relación entre los alimentos y los fármacos para 
una buena salud. 

Un término que une tanto a alimentos como a fármacos es nutracéutico. 
La definición de nutraceútico se refiere a “un alimento o parte de un alimen-
to que proporciona beneficios a la salud (además de los de nutrir) incluida la 
prevención o tratamiento de enfermedades”. Los nutraceúticos no son conside-
rados ni como alimentos ni medicinas, más bien son suplementos alimenticios 
y son promotores de la salud que pueden ser utilizados por gran parte de la 
población sin receta. Generalmente, los nutracéuticos son presentados como 
una cápsula, tableta o como un alimento. El término nutracéutico es utilizado 
ampliamente en el mercado, pero no tiene una definición legal y no están re-
gulados en la mayoría de los países. Algunos países los consideran dentro de 
la legislación general para productos a base de hierbas con algún término di-
ferente como drogas botánicas o fitomedicina. Numerosos estudios científicos 
han mostrado resultados prometedores de los nutraceúticos basados en plantas 
para prevenir el estrés oxidativo y para tratar varias enfermedades como cáncer, 
enfermedades cardiovasculares o neurodegenerativas, entre otras. 

Con el aumento en la población, el avance tecnológico y científico y el gran 
potencial de los fármacos sintéticos, han tomado mayor predominancia en el 
tratamiento de enfermedades en las últimas décadas. Sin embargo, en la actua-
lidad los consumidores exigen productos más naturales y más seguros ya que 
algunos medicamentos tradicionales pueden causar fuertes efectos secundarios 
y hay resistencia a múltiples fármacos.  En este sentido, numerosos estudios han 
impulsado la búsqueda de compuestos bioactivos presentes en plantas con fun-
ciones terapéuticas prometedoras para ser utilizados como nutracéuticos.
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Desde la antigüedad, la humanidad ha utilizado lo que le proporciona 
la naturaleza para alimentarse y tratar diversas enfermedades. Al comienzo 
de la era de la química médica, muchos de los medicamentos desarrollados 
eran productos naturales y eran principalmente agentes derivados de plantas. 
El uso de plantas medicinales se ha transmitido a través de generaciones y ha 
jugado un papel importante en casi todas las culturas a lo largo del tiempo. In-
cluso, las moléculas derivadas de plantas medicinales han servido como base 
para la síntesis de fármacos. Específicamente, los aceites esenciales obtenidos 
de plantas medicinales son fuente de numerosos compuestos bioactivos de 
gran interés en el área clínica. 

Los aceites esenciales son líquidos aceitosos volátiles caracterizados 
por poseer un fuerte aroma responsable de las fragancias de las flores y otras 
plantas. Están constituidos por una mezcla compleja de compuestos de bajo 
peso molecular como hidrocarburos, terpenos, terpenoides y sus derivados. 
Son extraídos de diferentes partes de las plantas, por ejemplo, hojas, cáscaras, 
cortezas, flores, capullos, semillas, a través de destilación al vapor, hidrodes-
tilación o extracción con disolventes. Son metabolitos secundarios de plantas 
aromáticas y medicinales, producto del mecanismo de defensa como respues-
ta a factores ambientales.  

Los aceites esenciales han sido ampliamente utilizados como saborizantes 
y aromatizantes en perfumería, cosmética y en la industria alimentaria debido 
a que son generalmente reconocidos como seguros. El mercado actual de los 
aceites esenciales indica que la producción y el consumo de aceites esencia-
les está aumentando en todo el mundo. Sin embargo, sus aplicaciones en el 
área clínica todavía son limitadas. Las investigaciones actuales buscan estable-
cer los posibles efectos terapéuticos de los aceites esenciales para prevenir y 
aliviar enfermedades ya que poseen diversas propiedades biológicas y farmaco-
lógicas como antioxidante, antimicrobiana, anticancerígena, antiinflamatoria, 
entre otras, atribuidas principalmente a la estructura y características de sus 
compuestos mayoritarios. En este capítulo se describirán los principales com-
ponentes de los aceites esenciales, sus métodos de extracción y las propiedades 
bioactivas que le permiten ser considerados como prometedores nutracéuticos.
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Fuentes y Composición de Aceites Esenciales

Los aceites esenciales pueden ser sintetizados por varios órganos de las plan-
tas, como cáscaras, flores, hojas, tallos, ramitas, semillas, frutos, raíces, madera 
o corteza, y se almacenan en células secretoras, cavidades, canales, células epi-
dérmicas o tricomas glandulares. En la tabla 4.1 se muestran algunas partes de 
las plantas y los tipos de aceites esenciales que se obtienen de ellas. 

Tabla 4.1 Parte de la planta que contiene aceites esenciales.

Parte de la planta Aceites esenciales

Hojas
Albahaca, laurel, canela, salvia común, eucalipto, hierba de limón, citronela, 
menta, orégano, pachulí, hierbabuena, pino, romero, menta verde, árbol de 
té, tomillo, romero. 

Semillas Almendra, anís, cardamomo, zanahoria, apio, cilantro, comino, nuez mos-
cada, perejil, hinojo.

Corteza Cassia, canela, sasafrás.

Flores Manzanilla, salvia, clavo, comino, geranio, jazmín, lavanda, mejorana, na-
ranja, rosa, pachulí, siempreviva, neroli.

Raíces Jengibre, cúrcuma, valeriana, vetiver, nardo, angélica.
Cáscaras Bergamota, pomelo, limón, lima, naranja, mandarina.

Algunas familias importantes en la producción de aceites esenciales 
con valor medicinal e industrial son Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae, Lamia-
ceae, Myrtaceae, Poaceae y Rutaceae. Las plantas del género Lamiaceae como 
Mentha piperita (menta), Rosmarinus officinalis (romero), Ocimum basilicum 
(albahaca), Salvia officinalis (salvia), Origanum vulgare (oregáno), Melissa 
officinalis (melissa), Satureja hortensis (ajedrea de jardín), Thymus vulgaris 
(tomillo) y Lavandula angustifolia (lavanda) son conocidas por sus propie-
dades quimioterapéuticas, anticancerígenas, antioxidantes y antimicrobianas. 
Igualmente, el aceite de canela obtenido de Cinnamomum verum de la familia 
Lauraceae muestra potencial antimicrobiano y anticancerígeno. Algunos acei-
tes antimicrobianos, antitumorales y anticancerígenos de la familia Myrtaceae 
son Melaleuca alternifolia (árbol de té), Eucalyptus globullus (eucalipto), Syzy-
gium aromaticum (clavo) y Myrtus communis (arrayán). 
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Los aceites esenciales pueden estar constituidos de 20 a 100 compuestos 
pertenecientes a una gran variedad de clases químicas, aunque en la mayoría 
de las veces uno o dos compuestos son los que predominan en mayor cantidad 
y son los responsables de su actividad biológica. De manera general, los com-
ponentes principales de los aceites esenciales son terpenos (monoterpenos y 
sesquiterpenos) y sus derivados oxigenados (isoprenoides), aunque también 
podemos encontrar fenilpropanoides y compuestos aromáticos (aldehídos, al-
cohol, fenol, etc.) y alifáticos. 

Los terpenos son la clase más común de compuestos químicos encontra-
dos en los aceites esenciales (tabla 4.2). Están formados por varias unidades 
de isopreno (unidad base de 5 carbonos). Los aceites esenciales consisten 
principalmente en monoterpenos que contienen dos unidades de isopreno 
(10 carbonos) y de sesquiterpenos que presentan tres unidades de isopreno (15 
carbonos). Algunos ejemplos de estos compuestos son pineno, limoneno, mi-
cerno, linalool, terpineno, elemeno, cariofileno, farneseno. Los terpenoides son 
terpenos que contienen oxígeno en su estructura y son también muy abundan-
tes en los aceites esenciales. Los terpenoides pueden clasificarse de acuerdo 
con el grupo funcional que contenga el oxígeno de la siguiente manera: 1. 
Fenol: timol, eugenol, carvacrol. 2. Alcohol: α-terpineol, borneol, lavanduol, 
nerolidol, 3. Aldehídos: citral, cintronelal, cinnamaldehído, 4. Cetonas: car-
vona, camfor, pulegona, 5. Esteres: acetato de geranil, acetato de linalil, entre 
otros. En la figura 4.1 se muestran las estructuras de los compuestos mayorita-
rios en algunos aceites esenciales. 

Tabla 4.2. Compuestos mayoritarios encontrados en algunos aceites esenciales. 

Aceite esencial Nombre 
científico

Compuesto 
mayoritario Referencia

Albahaca Ocimum 
basilicum Linalool (Amor et al., 2021)

Clavo Syzygium 
aromaticum Eugenol (Kačániová et al., 2021; Kaur, Kaus-

hal, & Rani, 2019)

Hierba 
de limón

Cymbopogon 
citratus

Geraniol 
y citral

(Leimann, Gonçalves, Machado, & 
Bolzan, 2009; Majewska, Kozlowska, 
Gruszczynska-Sekowska, Kowalska, 
& Tarnowska, 2019)
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Aceite esencial Nombre 
científico

Compuesto 
mayoritario Referencia

Menta Mentha piperita Mentol (Beigi, Torki-Harchegani, & Ghasemi 
Pirbalouti, 2018; Wu et al., 2019)

Orégano Origanum vulgare
Lippia graveolens Carvacrol (Cui, Zhang, Li, & Lin, 2019)

Canela Cinnamomum 
verum

Cinnamaldehído 
y eugenol 

(Bai et al., 2021; Jiang, Wang, Li, Li, & 
Huang, 2020)

Romero Rosmarinus 
officinalis

1,8-cineol 
y α-pineno

(Jafari-Sales & Pashazadeh, 2020; 
Sadeh et al., 2019)

Tomillo Thymus vulgaris Carvacrol y 
timol

(Alsaraf, Hadi, Al-Lawati, Al Lawati, 
& Khan, 2020; Tammar et al., 2019)

Savia Salvia officinalis

α-pineno, 
β-pineno, 
limoneno, y 
1,8-cineol 

(El Euch, Hassine, Cazaux, Bou-
zouita, & Bouajila, 2019; Vosoughi, 
Gomarian, Pirbalouti, Khaghani, & 
Malekpoor, 2018)

Figura 4.1. Principales compuestos encontrados en aceites esenciales. 
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Muchos factores como la variación genética de la planta, factores climá-
ticos, ubicación geográfica, variedad de la planta, variaciones estacionales, 
condiciones como estrés y nutrición de la planta que afecten el crecimiento 
o madurez, periodo de recolección, almacenamiento posterior a la cosecha 
e incluso las técnicas de extracción pueden afectar la cantidad y el perfil de 
compuestos químicos presentes en los aceites esenciales. Por ejemplo, se ob-
servó una amplia variabilidad entre la composición del aceite esencial de siete 
poblaciones de orégano iraní de diferentes ambientes, zonas geográficas y años 
de cosecha, pero bajo las mismas condiciones de suelo, temperatura y hume-
dad. Específicamente, la variación del contenido de carvacrol en los aceites 
osciló entre 0.36% y 46.8%. Las diferencias en los componentes de los aceites 
esenciales de orégano pueden verse más afectadas por factores genéticos que 
por orígenes geográficos. Otro estudio informó una variación grande en la 
composición cualitativa y cuantitativa del aceite de Origanum vulgare según el 
año de cosecha; por ejemplo, el contenido de carvacrol varió de un año a otro 
de 1.7 a 2.7%. Por lo tanto, resulta crucial realizar una caracterización fitoquí-
mica y biológica de los aceites esenciales antes de sus posibles aplicaciones en 
la industria, ya que el contenido de los compuestos y la actividad biológica 
pueden variar naturalmente de diferentes fuentes.

Técnicas de Extracción de Aceites Esenciales

Los aceites esenciales se pueden extraer de varias plantas mediante una va-
riedad de métodos de extracción. Numerosos factores pueden influir en la 
calidad del aceite esencial incluidos la parte de la planta, los solventes, el tiem-
po, la temperatura y el procedimiento utilizado durante la extracción. Una 
técnica inadecuada podría alterar la composición química del aceite y en con-
secuencia sus propiedades bioactivas. Las técnicas de extracción se pueden 
clasificar en métodos convencionales y alternativos. Dentro de los métodos 
convencionales se encuentran la destilación al vapor, la hidrodestilación y la 
extracción por solventes y son las técnicas más comúnmente utilizadas. Al-
gunas desventajas de las extracciones convencionales son la baja eficiencia, el 
largo tiempo de extracción, las grandes cantidades de solventes y los residuos 
tóxicos de solventes. Como alternativa, se han desarrollado algunas técni-
cas para superar estos problemas como nueva tecnología limpia, económica 
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y altamente eficiente con la obtención de un producto de alta calidad. Entre 
ellas podemos encontrar la extracción por microondas sin disolventes, la ex-
tracción por fluidos supercríticos, la extracción asistida por ultrasonidos y la 
extracción asistida por electricidad pulsada.

Destilación por arrastre con vapor

El método más común, simple, barato y utilizado para extraer aceites esencia-
les de plantas a gran escala es la destilación por arrastre con vapor. El proceso 
consiste en colocar la muestra de planta en un recipiente y calentarla por 
vapor de agua producido en otro recipiente (figura 4.2). El vapor llevará los 
compuestos volátiles del material hacia un condensador, donde se enfriarán y 
volverán a su estado líquido. El calor debe ser suficiente para descomponer y 
reventar la estructura celular del material vegetal para liberar los compuestos 
aromáticos o aceites esenciales.

Figura 4.2. Esquema del proceso de destilación por arrastre de vapor para la obtención 
de aceites esenciales. 
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Hidrodestilación 

La hidrodestilación es un método tradicional para la extracción de compuestos 
bioactivos principalmente aceites esenciales de las plantas. Este método es una 
variante del proceso con arrastre por vapor, no se utilizan disolventes orgáni-
cos y se puede realizar sin deshidratar la muestra. Este proceso comprende la 
inmersión completa del material vegetal directamente en agua, la cual es ca-
lentada hasta ebullición (100 °C) a través de fuego directo o por algún método 
de calefacción. La generación de vapor se produce dentro del propio recipiente 
de destilación. El agua caliente y el vapor actúan como los principales facto-
res que influyen en la liberación de compuestos bioactivos del tejido vegetal. El 
enfriamiento indirecto por agua condensa la mezcla de vapor de agua y aceite. 
La mezcla condensada fluye del condensador a un separador, donde el aceite y 
los compuestos bioactivos se separan automáticamente del agua. Este proceso 
puede generar grandes volúmenes de licores madre que representa un valor adi-
cional por sus compuestos fenólicos solubles en agua. Dentro de las desventajas 
de este método es que a una temperatura de extracción alta (más de 100 °C) se 
pueden perder algunos compuestos volátiles por lo que limita su uso para la 
extracción de compuestos termolábiles. Además, se requiere cantidades grandes 
de energía porque su proceso de extracción es largo (más de dos horas). 

Extracción con solventes

La extracción con solventes en un método convencional muy utilizado para 
materiales frágiles que no son tolerantes al calor de la destilación al vapor. Este 
método implica mezclar el material vegetal con disolventes típicos como ace-
tona, hexano, etanol, metanol y éter de petróleo con un calentamiento suave. 
Posteriormente, se filtra el extracto y se evaporan los disolventes. Sin embargo, 
este método es un proceso relativamente lento, lo que hace que los aceites sean 
más caros que otros métodos. 

Extracción con fluidos supercríticos 

La extracción con fluidos supercríticos es una técnica ampliamente utili-
zada para extraer y aislar aceites esenciales de plantas aromáticas. Es una 
técnica similar a la extracción convencional, pero su diferencia radica en 
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usar como agente extractor un fluido supercrítico en lugar de un líqui-
do. Un fluido supercrítico puede ser cualquier sustancia a temperatura y 
presión por arriba de su punto crítico termodinámico. Tiene la capacidad 
de difundirse a través de los sólidos como un gas y de disolver materiales 
como un líquido. El poder solvente de los fluidos supercríticos se encuentra 
en función de la densidad que puede variar por aumentos graduales ya sea 
en la presión o en la temperatura. Estas propiedades lo hacen conveniente 
como un sustituto de los solventes orgánicos en los procesos de extracción. 
El fluido supercrítico más común utilizado es el dióxido de carbono (CO2) 
debido a su temperatura crítica relativamente baja (alrededor de 30 °C), 
su baja toxicidad, no es costoso, no deja residuos y alta disponibilidad. 
Este método implica brevemente que el CO2 se convierte en líquido bajo 
condiciones de alta presión y calentamiento, luego extrae los compuestos 
volátiles de los materiales vegetales y, finalmente, regresa a gas y se evapora 
a presión y temperatura atmosférica normales sin residuos de solventes. 
Las ventajas de este método son la rapidez, el uso de temperaturas mode-
radas (menores a 65 °C) que no alteran las propiedades químicas de los 
compuestos obtenidos, el uso de disolventes orgánicos no nocivos (etanol, 
metanol, agua), y la obtención de un aceite esencial de alta calidad (buen 
porcentaje de extracción y gran contenido de compuestos bioactivos).

Extracción por microondas sin disolventes

La extracción asistida por microondas sin solventes es una técnica relativa-
mente nueva que lleva a cabo una extracción más rápida, con menor consumo 
de energía y solventes y por lo tanto menor costo, es amigable con el medio am-
biente y produce aceites esenciales de alto rendimiento y calidad. Este método 
consiste en calentar el material vegetal utilizando un equipo de microondas y 
luego una destilación convencional o seca realizada a presión atmosférica sin 
solventes ni agua. Las microondas operan selectivamente sobre las células de 
la planta, vaporizando la matriz de agua, causando que los tejidos se hinchen, 
y se rompan las glándulas y los receptáculos oleíferos. Tras este proceso se 
libera el aceite esencial, que se evapora por la destilación azeotrópica con el 
agua presente en el material vegetal y se recupera por condensación. Algunas 
de las principales condiciones de operación para este método son: tiempos 
de extracción entre 10 a 60 min, masa de la muestra 260-500 g, potencia de 
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microondas de 200-800 W. Este proceso se ha aplicado a diversas plantas tanto 
frescas como secas para la obtención de aceites esenciales de cítricos, laurel, 
romero, mena, tomillo, albahaca, entre otros. 

Otros 

Otros métodos alternativos han ganado interés en los últimos años en la ob-
tención de aceites esenciales. Por ejemplo, el campo eléctrico pulsado, que 
induce la electroporación de las membranas celulares mejorando la difusión 
de solutos, mejora la tasa de extracción, los rendimientos y reduce el tiempo de 
extracción. Además, las tecnologías de ultrasonido y óhmicos se utilizan para 
ayudar a los métodos convencionales a ofrecer varias ventajas, como un mejor 
control del proceso, un tiempo de extracción más corto, mayores rendimien-
tos y mayor calidad del aceite esencial. La extracción por ultrasonido consiste 
en la generación de burbujas de cavitación que revientan en la superficie del 
tejido celular vegetal para destruir las glándulas sebáceas mejorando la trans-
ferencia de masa entre la célula y el solvente para liberar el aceite esencial. 
El principio del calentamiento óhmico es simplemente convertir la energía 
eléctrica en energía térmica dentro de los materiales alimentarios debido a 
la resistividad intrínseca de los materiales para producir calor. La tecnología 
óhmica produce un calentamiento rápido y uniforme, lo que la convierte en 
una alternativa eficiente para diferentes aplicaciones.

Propiedades Bioactivas de Aceites Esenciales  
con Potencial Nutracéutico

Numerosas investigaciones demuestran que los aceites esenciales de dis-
tintas plantas aromáticas y medicinales presentan propiedades que pueden 
ser utilizadas para la formulación de nutracéuticos como antimicrobianas, 
antioxidantes, antimutagénicas, anticancerígenas, antiinflamatoria, inmuno-
moduladores, entre otras. 
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Antioxidante

Los radicales libres se producen naturalmente como parte de las reacciones bio-
lógicas en el organismo. Son moléculas que tienen un electrón desapareado en 
su orbital más externo lo que las hace sumamente reactivas. Los radicales libres 
son necesarios para realizar algunas funciones; sin embargo, cuando existe una 
cantidad excesiva de radicales libres y por largo tiempo pueden causar efectos 
negativos dañando componentes celulares como proteínas, membranas lipídicas 
y ácidos nucleicos. Algunas situaciones pueden incrementar la generación de 
radicales libres como la radiación UV, el tabaquismo, la contaminación, el estrés, 
una alimentación poco saludable, entre otros. El organismo contiene un com-
pleto sistema de protección antioxidante para contrarrestar su acción nociva 
como enzimas super óxido dismutasa, catalasa, y glutatión peroxidasa. Cuando 
hay un exceso de radicales ocurre un desequilibro entre éstos y el sistema antio-
xidante causando lo que se conoce como estrés oxidativo. 

El estrés oxidativo crónico se ha relacionado con muchas enfermedades, 
como la inflamación crónica, los trastornos cardiovasculares, las enfermedades 
neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson, el cáncer, la diabetes, las 
enfermedades pulmonares y el envejecimiento prematuro. Varios estudios han 
demostrado que el consumo de moléculas antioxidantes en la dieta podría ayu-
dar a reducir el daño oxidativo y prevenir y tratar este tipo de enfermedades. Los 
antioxidantes son compuestos estables que pueden donar un electrón a los radi-
cales libres y neutralizarlos, limitando o retrasando la capacidad de causar daño.

Los aceites esenciales y sus componentes principales poseen fuertes 
propiedades antioxidantes similares al ácido ascórbico, la vitamina E y el butil-
hidroxil-tolueno (BHT), un antioxidante comercial. La capacidad antioxidante 
de los aceites esenciales y su potencial para minimizar el daño oxidativo está 
bien documentada en estudios in vitro e in vivo. La actividad antioxidante de 
los aceites esenciales es una propiedad de gran interés porque permite eli-
minar radicales libres desempeñando un papel importante en la prevención 
de algunas enfermedades como cáncer, enfermedades cardíacas, deterioro del 
sistema inmunológico, envejecimiento prematuro, y procesos inflamatorios. 

La actividad antioxidante de los aceites esenciales ha sido atribuida a la 
estructura y variación de los compuestos presentes en ellos. Algunos estudios in-
dican que el componente mayoritario es el que contribuye en mayor proporción 
con el efecto antioxidante, como en el eugenol en el aceite de clavo, carvacrol en 
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el de orégano, timol en el de tomillo, entre otros. Mientras que otros estudios 
reportan que existe un efecto sinérgico entre todos los compuestos presentes en 
ellos.  La estructura de los compuestos en los aceites esenciales juega un papel 
importante en el mecanismo antioxidante. El mayor potencial antioxidante se 
correlaciona con la proporción de compuestos que contienen anillo fenólico con 
un grupo hidroxilo (OH). También algunos autores informan que la presencia 
de grupos metoxi adicionales aumenta considerable la actividad antioxidante. 

Por ejemplo, el modo de acción antioxidante del carvacrol, componente 
mayoritario del aceite de orégano, está basado en su estructura y está rela-
cionado con la donación de átomos de hidrógeno a electrones desapareados, 
convirtiéndose en un radical que se estabiliza por su estructura de resonancia 
(figura 4.3). El anillo de benceno tiene un sustituyente hidroxilo en C5 (posi-
ción meta), y dado que el enlace entre el oxígeno y el benceno es muy estable, 
el grupo hidroxilo se puede desprotonar fácilmente. En los monofenoles, la 
capacidad de ceder H+ se asocia con la reducción de radicales libres, la estabi-
lización de oxígeno singlete y la acción quelante de los metales de transición. 
La actividad antioxidante de los aceites esenciales se ha estudiado a través de 
diversos métodos como de eliminación de radicales libres, como ABTS (ácido 
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico), DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo) y la capacidad de reducir el hierro (FRAP).

Figura 4.3. Mecanismo antioxidante por transferencia de átomos de hidrógeno del carvacrol, 
compuesto mayoritario del aceite esencial de orégano y un potente antioxidante. 
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Numerosos estudios han demostrado la actividad antioxidante de los 
aceites esenciales de una gran variedad de plantas tanto en ensayos in vitro 
como en ensayos en modelos murinos. Aquí solo mostraremos algunas in-
vestigaciones realizadas en los últimos años. El aceite esencial de Citrus lumia 
Risso, una planta cultivada en Italia, presenta un fuerte potencial antioxidante 
y de eliminación de radicales libres, particularmente en ensayos basados en 
la transferencia de átomos de hidrógeno (blanqueo de β-caroteno y ORAC, 
IC50 22 μg/mL y 46 μg/mL, respectivamente), que pueden atribuirse al alto 
contenido de monoterpenos, especialmente D-limoneno (48.905%), y linalool 
(18.245%). Debido a estas propiedades, el aceite esencial de C. lumia puede 
tener un papel preventivo en la aparición de patologías relacionadas con el 
estrés oxidativo.

Se evaluó la efectividad del aceite esencial de Rosmarinus officinalis frente 
a las alteraciones inducidas por el dicromato de potasio en el riñón de ratas 
macho. La administración oral de este aceite esencial antes o después del tra-
tamiento con dicromato de potasio restauró significativamente la mayoría de 
los parámetros bioquímicos afectados, además de mejorar la arquitectura del 
tejido renal y mejorar los marcadores de estrés oxidativo. Por otro lado, los 
principales compuestos encontrados en los aceites esenciales de clavo, tomi-
llo, orégano y naranja dulce fueron eugenol, timol, 4-terpineol y D-limoneno, 
respectivamente. El aceite esencial de clavo mostró un mayor porcentaje de in-
hibición de radicales hidroxilo y óxido nítrico, mientras que el aceite esencial 
de tomillo mostró una mayor actividad antioxidante frente al radical DPPH en 
comparación con los otros aceites evaluados. Estos resultados demuestran el 
potencial uso de estos aceites esenciales para prevenir y/o tratar enfermedades 
derivadas del estrés oxidativo.

Dentro de los componentes de los aceites esenciales con mayor poten-
cial antioxidante como ya se ha mencionado es el carvacrol. Se ha informado  
que el carvacrol tiene mayor capacidad antioxidante que el ácido ascórbico 
y el antioxidante sintético BHT evaluado a través del método DPPH. Además, 
el carvacrol ha demostrado un efecto protector sobre el daño por estrés oxi-
dativo inducido por estrés crónico en el cerebro, hígado y riñones de ratas al 
aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes (superóxido dismutasa, 
glutatión peroxidasa, catalasa) y reducir el peróxido de hidrógeno (H2O2), el 
superóxido y los niveles de óxido nítrico.
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Por otro lado, tres especies de mentas, Mentha piperita (menta), Mentha 
spicata (hierbabuena nativa) y Mentha gracilis (menta verde escocesa) de-
mostraron una importante actividad de eliminación de radicales y reducción 
de Fe3+ en ensayos químicos, DPPH y TEAC (capacidad antioxidante equiva-
lente a Trolox) y una mayor eficacia en el ensayo de poder reductor. Además, 
los tres aceites mostraron una actividad equivalente en la mitigación de la 
peroxidación lipídica inducida por productos químicos en tejidos hepáticos. 
La adición de 25 μg/mL de los aceites esenciales de menta verde aumentó 
las concentraciones de glutatión en las células de epitelio intestinal porcino 
IPEC-J2 tratadas con H2O2, lo que sugiere una defensa antioxidante endóge-
na mejorada. Así mismo, la suplementación de 100 μg/mL de aceite esencial 
de menta o menta verde escocesa aumentó significativamente la tasa de 
supervivencia de Caenorhabditis elegans en respuesta al estrés oxidativo in-
ducido por H2O2. Este efecto fue comparable al de la suplementación de 10 
μg/mL de ácido ascórbico, otro potente antioxidante.

Debido a que los aceites esenciales son volátiles e hidrofóbicos sus apli-
caciones pueden llegar a ser limitadas. En los últimos años se han buscado 
estrategias como la encapsulación o formación de películas con el aceite 
esencial para incrementar y proteger la actividad antioxidante. En este sen-
tido, las nanopartículas de quitosano incorporadas con el aceite esencial de 
clavo mostraron mayor actividad antioxidante que el aceite libre. Por otro 
lado, la incorporación de aceite de corteza de canela en películas de quito-
sano incrementó la actividad antioxidante de 6.0 a 14.5 veces y la capacidad 
protectora frente a la hemólisis eritrocitaria aumentó hasta en un 80% en 
comparación con las películas de quitosano sin aceite. Por lo que con todos 
estos estudios se confirma la importancia de los aceites esenciales como 
antioxidantes, que pudieran ser aplicados como nutracéuticos. 

Antimicrobiano

Las infecciones microbianas son cada vez más difíciles de tratar debido al au-
mento alarmante de la resistencia a múltiples antibióticos, siendo considerado 
por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como una de las mayores 
amenazas para la salud, la seguridad alimentaria y el desarrollo a nivel mun-
dial. La resistencia a antibióticos es un proceso natural; sin embargo, el mal 
uso de éstos en humanos y animales ha acelerado el proceso. Esto hace que 
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los antibióticos sean menos efectivos y prolonga las estadías en el hospital, 
aumenta los costos y las tasas de mortalidad. Por lo tanto, existe una urgencia 
en la búsqueda de agentes antimicrobianos novedosos y efectivos como alter-
nativa a los antibióticos. La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales 
y sus principales componentes es bien sabida desde la antigüedad ya que han 
servido con fines farmacéuticos en el tratamiento de diversas infecciones bac-
terianas y fúngicas. 

Numerosos estudios han demostrado el potencial de los aceites esenciales 
contra un amplio rango de bacterias Gram negativas y Gram positivas. En la 
tabla 4.3 se muestran algunos estudios señalando el potencial antibacteriano que 
presentan algunos aceites esenciales. Los aceites esenciales con mayor actividad 
antibacteriana son orégano (Origanum vulgare), clavo (Syzygium aromaticum), 
canela (Cinnamomum cassia), tomillo (Thymus vulgaris), menta (Mentha), ro-
mero (Salvia rosmarinus), y salvia (Salvia officinalis) por mencionar algunos. En 
un estudio se reportó que el aceite esencial de orégano (1.25-5.00 µg/mL) tiene 
actividad antibacteriana contra diferentes cepas de Streptococcus pneumoniae, 
una de las bacterias más importantes causantes de infecciones respiratorias, 
incluyendo sinusitis, otitis media, neumonía e infecciones invasivas como septi-
cemia y meningitis. Carvacrol, el componente mayoritario de aceite esencial de 
orégano, presenta una actividad antibacteriana fuerte contra un amplio rango 
de bacterias patógenas causantes de enfermedades gastrointestinales, urinarias 
y respiratorias como Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli uropatógena, y 
Clostridium difficile. 

Generalmente, el mecanismo antibacteriano de los aceites esenciales está 
relacionado con su hidrofobicidad y la estructura de sus componentes. La na-
turaleza lipófila de los aceites esenciales les permite atravesar la pared celular y 
dañar la membrana citoplásmica al mismo tiempo que altera varias capas de po-
lisacáridos, ácidos grasos y fosfolípidos y eventualmente los vuelve permeables. 
También pueden unirse a las proteínas para evitar que realicen sus funciones 
normales como transporte de moléculas y iones. Los componentes hidrofóbicos 
presentes en el aceite esencial podrían cambiar la permeabilidad de la mem-
brana celular microbiana para cationes como H+ y K+, los cuales modifican el 
flujo de protones, modificando el pH celular y afectando la composición quími-
ca de las células y su actividad. La pérdida de permeabilidad diferencial da como 
resultado un desequilibrio en la presión osmótica intracelular, que posterior-
mente altera los orgánulos intracelulares, conduce a la liberación del contenido 
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citoplasmático, afecta la fuerza motriz de los protones y el agotamiento de la 
reserva de ATP, desnaturaliza varias enzimas y proteínas, causando finalmente 
la muerte celular. La figura 4.4 muestra una representación del modo de acción 
antibacteriano de los aceites esenciales y sus componentes. 

Además, se ha propuesto que los aceites esenciales y sus componentes 
son efectivos para interferir con algunos factores de virulencia como moti-
lidad, formación de biopelículas y el sistema de comunicación intercelular 
conocido en inglés como Quorum sensing. Se han descrito las propiedades 
antibacterianas del aceite esencial de canela y sus componentes mayoritarios,  
resaltando la inhibición del crecimiento celular al dañar la membrana celular; 
alteración del perfil lipídico, inhibición de ATPasas, afectación de la división 
celular, porinas de membrana, motilidad, formación de biopelículas y el Quo-
rum sensing. 

Figura 4.4. Mecanismos antibacterianos propuestos para los aceites esenciales. 
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Tabla 4.3. Efecto de la aplicación de aceites esenciales contra diversas bacterias 

Aceite esencial Microorganismos Referencia

Orégano 

Staphylococcus aureus metil resistente
Vibrio vulnificus
Salmonella entérica
Erwinia rhapontici
Xanthomonas campestris
Streptococcus pyogenes
Listeria monocytogenes
Pseudomonas fluorescens
Bacillus thermosphacta Escherichia coli

(Cui et al., 2019; Luo et al., 2022; Mith et al., 
2014; Wijesundara & Rupasinghe, 2018)

Hierba de limón

Bacillus cereus
Escherichia coli 
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus
Acitenobacter baumanii
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella entérica

(Adukwu, Allen, & Phillips, 2012; Bassolé 
et al., 2011; Moore‐Neibel, Gerber, Patel, 
Friedman, & Ravishankar, 2012; Naik, Fom-
da, Jaykumar, & Bhat, 2010)

Clavo Staphylococcus aureus
Salmonella Typhimurium

(Nirmala, Durai, Gopakumar, & Nagarajan, 
2019; Silva‐Espinoza et al., 2020)

Albahaca

Bacillus cereus
Staphylococcus aureus
Listeria monocytogenes Salmonella
Pseudomonas aeruginosa

(Baldim et al., 2018; Stanojevic et al., 2017)

Canela

Escherichia coli 
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Acitenobacter baumanii
Streptococcus pyogenes
Listeria monocytogenes
Pseudomonas fluorescens
Bacillus thermosphacta Escherichia coli

(El Atki et al., 2019; Firmino et al., 2018; 
Kaskatepe et al., 2016; Mith et al., 2014)

Tomillo 

Listeria monocytogenes
Escherichia coli 
Staphylococcus aureus
Listeria monocytogenes
Pseudomonas fluorescens
Bacillus thermosphacta Escherichia coli

(Abdollahzadeh, Rezaei, & Hosseini, 2014; 
Alsaraf et al., 2020; Mith et al., 2014)

Romero 
Streptococcus agalactiae Staphylococcus aureus 
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

(Bajalan, Rouzbahani, Pirbalouti, & Maggi, 
2017)
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También se ha reportado el efecto antifúngico de varios aceites esenciales 
contra diversos hongos (tabla 4.4). En la actualidad, las investigaciones rela-
cionadas con el modo de acción de los aceites esenciales sobre las esporas de 
hongos y las células de micelio son más escasas en comparación con los estu-
dios basados en bacterias, sin embargo, el mecanismo propuesto es similar. 
Dentro de los mecanismos antifúngicos se describen disrupción de la mem-
brana y pared celular a través de la inhibición de la síntesis de ergosterol y 
β-glucanos. Otros mecanismos son inhibición de bombas de eflujo, alteración 
de la morfología celular, alteración de la mitocondria a través de la inhibición 
de las bombas de protones, causando una reducción en la producción de ATP 
y consiguiente muerte celular, y reducción en la formación de biopelículas y 
factores de virulencia de algunos hongos. 

Tabla 4.4. Efecto de la aplicación de los aceites esenciales contra hongos 

Aceite esencial Microorganismo Referencia

Hierba de limón Candida albicans 
Aspergillus flavus

(Alharaty & Ramaswamy, 2020; Helal, Sarhan, 
Abu Shahla, & Abou El‐Khair, 2007)

Oregano 
Trichophyton rubrum
Fusarium culmorum 
Fusarium verticillioides

(Aguilar-Pérez, Medina, Narayanan, Parra-
Saldívar, & Iqbal, 2021; Roselló, Sempere, 
Sanz-Berzosa, Chiralt, & Santamarina, 2015)

Tomillo

Aspergillus flavus
Candida albicans
Candida glabrata
Candida parapsilosis
Aspergillus fumigatus

(Moazeni et al., 2021; Oliveira, Carvajal-More-
no, Correa, & Rojo-Callejas, 2020)

Albahaca Aspergillus flavus (Abou El-Soud, Deabes, Abou El-Kassem, & 
Khalil, 2015)

Clavo

Aspergillus niger
Fusarium moniliforme
Helminthosporium oryzae 
Rhizoctonia solani

(Hasheminejad, Khodaiyan, & Safari, 2019; Kaur 
et al., 2019)

Aunque son pocas las investigaciones realizadas, algunos aceites esen-
ciales han demostrado actividad frente a virus y en la tabla 4.5 se resumen 
algunos de estos estudios. Es importante resaltar que algunos compuestos 
presentes en los aceites esenciales están siendo tomados en cuenta para el tra-
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tamiento y prevención de la enfermedad coronavirus 19 (COVID-19) causada 
por el virus SARS-CoV2 que tiene actualmente al mundo en una pandemia. 
Se sabe que el proceso infeccioso del SARS-CoV2 comienza por la interac-
ción entre la proteína espiga en la superficie del virus y los receptores ACE2 
de las células huésped humanas, lo que permite que el virus ingrese a la cé-
lula y se inicie la infección. En este sentido, el carvacrol se estudió mediante 
modelado molecular su potencial para interactuar con moléculas críticas del 
proceso infeccioso. Primero, este compuesto mostró el potencial de inhibir 
la actividad de ACE2, y los autores sugirieron que puede bloquear la entrada 
de SARS-CoV2 en la célula huésped. Por otro lado, se demostró mediante el 
acoplamiento molecular el potencial del carvacrol para inhibir la unión de la 
glicoproteína del pico viral (S) a la célula huésped. Además, se ha demostrado 
mediante modelado molecular que el carvacrol interactúa con Mpro, una en-
zima proteasa del genoma viral, lo que podría tener un efecto significativo en 
la replicación y maduración del SARS-CoV2. 

La acción de los aceites esenciales puede interferir a nivel extracelular, 
es decir, en la penetración del virus a la célula huésped, interfiriendo con la 
estructura de la envoltura viral, o bloqueando proteínas virales que son ne-
cesarias para que el virus ingrese a las células huésped. Los aceites esenciales 
también pueden tener efectos antivirales contra los virus intracelulares. Ade-
más, un posible mecanismo es la inhibición de la replicación viral al afectar 
a enzimas responsables de este suceso. En general, los mecanismos aún no 
se comprenden completamente. No hay datos precisos sobre el mecanismo 
de acción molecular, incluidos los sitios específicos de acción y los tipos de 
interacciones. Es importante conocer estos mecanismos para poder utilizar el 
potencial de los aceites esenciales. 

Tabla 4.5. Efecto de los aceites esenciales aplicados contra virus

Aceite esencial Microorganismo Referencia

Hierba de limón Herpes simple 1 
Norovirus murino

(Kim et al., 2017; Minami et al., 2003; Mukarram et al., 
2022)

Orégano Herpes simple tipo 1 (Mediouni et al., 2020; Reichling, Schnitzler, Suschke, 
& Saller, 2009)

Sabia Herpes simple tipo 1 (Reichling et al., 2009)
Tomillo Influenza (Vimalanathan & Hudson, 2014)
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Aceite esencial Microorganismo Referencia
Canela Influenza (Vimalanathan & Hudson, 2014)
Eucalipto Influenza (Pyankov, Usachev, Pyankova, & Agranovski, 2012)
Árbol de té Influenza (Pyankov et al., 2012)

Anticancerígeno

El cáncer es un problema de salud pública mundial, que implica el crecimiento 
descontrolado de células. Las células pierden su interacción entre sí, invaden 
los tejidos vecinos y finalmente se propagan a tejidos distantes del cuerpo. Es 
una de las principales causas de muerte alrededor del mundo. La Agencia In-
ternacional de Investigación en Cáncer (GLOBOCAN) estima que hubo 19.3 
millones de nuevos cáncer y 10 millones de muertes por cáncer en todo el 
mundo en 2020. Los cánceres más comúnmente diagnosticados fueron el cán-
cer de mama en mujeres, pulmón y próstata, mientras que las causas de muerte 
fueron por cáncer en pulmón, hígado y estómago. La terapia tradicional para 
tratar el cáncer no es del todo efectiva, ejerce fuertes efectos secundarios atri-
buidos a la acción no selectiva sobre las células (cancerosas y no cancerosas), 
muestra una mayor tasa de resistencia a múltiples fármacos y es muy costo-
sa. Por lo tanto, actualmente se realizan muchas investigaciones para buscar 
nuevos compuestos anticancerígenos que puedan prevenir la mutación en las 
células, inhibir la proliferación de células cancerosas e inducir la apoptosis. En 
particular los aceites esenciales y sus componentes han mostrado ser potentes 
anticancerígenos en ensayos in vitro. 

El citral, uno de los compuestos mayoritarios de aceite de la hierba de 
limón, tiene un potencial antiproliferativo contra varios tipos de líneas celu-
lares como cáncer de próstata, cáncer de ovario, cáncer de cervix, y cáncer de 
mama pero sorprendentemente no es citotóxico para células epiteliales nor-
males. Aunque diversos estudios han reportado la efectividad del aceite de 
hierba de limón como anticancerígeno, no se conoce exactamente su modo de 
acción. Los estudios indican que el citral tiene acción a través de la procaspasa 
3 activada, la inducción de la apoptosis y la detención del ciclo celular en la 
fase G2/M, con esto causando la muerte de las células cancerígenas. 

El aceite esencial de orégano ha ejercido actividad anticancerígena por 
mecanismos como actividades antioxidantes, antimutagénicas y antiprolifera-
tivas atribuidas principalmente al carvacrol, su componente principal. Se ha 
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informado que el carvacrol (0.5 y 1 µmol/placa) ejerce una fuerte antimutage-
nicidad mostrando una inhibición del mutágeno metanosulfonato de metilo 
en cepas de S. Typhimurium TA98 y TA1538. Los efectos observados estaban 
relacionados con una posible interacción con el mutágeno, impidiendo su en-
trada en la célula o induciendo enzimas desintoxicantes. Del mismo modo, se 
ha demostrado que el carvacrol podría actuar como un fuerte antimutágeno 
directo contra la nitro-O-fenilendiamina y el 2-aminofluoreno, lo que sugiere 
la importancia del carvacrol para la prevención del cáncer. Los mecanismos 
involucrados para proteger contra la mutación celular son la interacción con 
el mutágeno (mutágeno directo o indirecto), la inhibición de la actividad ca-
talítica de las enzimas metabolizadoras de xenobióticos, la eliminación de 
metabolitos formados después de la bioactivación y la inducción de meca-
nismos de reparación del ADN. Sin embargo, los mecanismos exactos de los 
compuestos naturales no se conocen por completo.

Además del efecto antimutagénico, algunos estudios demuestran el efecto 
prometedor de carvacrol en la segunda etapa de la carcinogénesis, inducien-
do actividades antiproliferativas y apoptóticas contra células cancerígenas. 
El carvacrol ha presentado efecto contra líneas celulares de cáncer de colon 
HCT116 y LoVo, cáncer de cérvix, cáncer de pulmón A549 y H460, células 
de adenocarcinoma gástrico entre otras. Los mecanismos moleculares exactos 
implicados en la actividad anticancerígena del carvacrol no están completa-
mente definidos. Los mecanismos anticancerígenos informados actualmente 
involucran interrupciones del potencial de la membrana mitocondrial, for-
mación de especies reactivas de oxígeno, expresión y represión de proteínas 
específicas de la cascada apoptótica observada en diferentes líneas celulares de 
cáncer de diferentes órganos.

En la literatura hay pocos estudios que indican el efecto antiproliferati-
vo in vivo de aceites esenciales. Por ejemplo, se ha investigado el efecto del 
carvacrol sobre el cáncer de hígado inducido por dietilnitrosamina en ratas 
albinas Wistar macho. Este estudio confirma el uso potencial del carvacrol 
como quimiopreventivo durante la progresión del cáncer de hígado. Además, 
los resultados revelaron que la suplementación con carvacrol (15 mg/kg de 
peso corporal) atenuó la aparición de focos y nódulos hepáticos y mostró 
actividades antioxidantes y de captación de radicales libres para modular los 
niveles de peroxidación lipídica y aumentar los mecanismos antioxidantes 
endógenos en la carcinogénesis hepatocelular inducida. De manera similar, el 
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aceite esencial de orégano mostró efecto antiproliferativo contra la línea celu-
lar de cáncer colorectal y su administración oral profiláctica en un modelo de 
ratón experimental BALB/c inhibiendo el crecimiento de tumores de colon. 
La administración de carvacrol a 100 mg/kg/día por peso corporal disminu-
yó el volumen de tumores de cáncer de mama en ratas.

Otros aceites esenciales también han demostrado actividad anticancerí-
gena. Por ejemplo, las emulsiones basadas en nanoescala con aceite esencial 
de clavo (Syzygium aromaticum) tuvieron un efecto apoptótico y de reducción 
en la proliferación de líneas celulares de cáncer de tiroides lo que lo hacen 
un candidato prometedor como medicamento alternativo contra el cáncer. 
Otro estudio reportó la actividad citotóxica de los aceites esenciales de clavo, 
citronela (Cymbopogon nardus), romero (Rosmarinus officinalis) y neem (Aza-
dirachta indica) contra líneas celulares humanas MCF-7 (Carcinoma ductal 
de mama invasivo), K-562 (explosión de linfa), HeLa (cáncer de cuello ute-
rino). De manera similar, el aceite esencial de romero produce citotoxicidad 
dependiente de la dosis contra células de adenocarcinoma de mama humano 
MDA-MB-231 con valor IC50 de 59.35 μg/mL. Se ha demostrado que el rome-
ro produce su acción anticancerígena al detener la activación de carcinógenos, 
aumentar las actividades de las enzimas antioxidantes, reducir la inflamación 
que estimula los tumores, disminuir el crecimiento celular, estimular la muerte 
celular programada y suprimir la angiogénesis e invasión tumoral. Sin embar-
go, todavía son necesarios numerosos estudios previos para poder utilizar el 
romero y sus derivados en la práctica clínica, ya que todavía falta estandarizar 
el proceso de extracción y las concentraciones, ya que son muy variadas entre 
los estudios reportados. En la tabla 4.6, se muestran más estudios que susten-
tan la efectividad anticancerígena de los aceites esenciales.
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Tabla 4.6. Potencial anticancerígeno de aceites esenciales 

Aceite esencial Nombre científico Línea celular cancerígena Referencia
Lavanda Lavandula angustifolia Próstata (PC-3 and DU145) (Zhao et al., 2017)

Melissa Melissa officinalis

Pulmón (A549)
Mama (MCF-7)
Colon (Caco-2), 
Leucemia (HL-60 and K562)
Melanoma de ratón (B16F10)

(De Sousa et al., 2004)

Menta Mentha piperita

Cervix (HeLa) 
Laringe (Hep2) 
Pulmón (A549)  
Mama (MCF-7)
Prostata (LNCaP)

(Hussain, Anwar, Nigam, As-
hraf, & Gilani, 2010; Nikolić, 
Jovanović, et al., 2014; Rahi-
mifard et al., 2010)

Albahaca Ocimum basilicum
Carcinoma de ascitis (Ehrlich)  
Cervix (HeLa)
Epitelio de laringe (Hep-2)

(Kathirvel & Ravi, 2012; Taie 
& RADWAN, 2010)

Salvia Salvia officinalis

Cervix (HeLa)
Pulmón (A549)
Leucemia (HL-60 and K562) 
Mama (MCF-7) 
Ovario (A2780)
Melanoma (A375, M14 and 
A2058)

(Foray et al., 1999; Russo et 
al., 2013)

Tomillo Thymus vulgaris

Célula escamosa 
de la cavidad oral (UM-SCC1) 
Mama (MCF-7)
Pulmón (NCI-H460, A549)
Colon (HCT-15)
Cervix (HeLa)  
Hepatocelular (HepG2)
Próstata (PC-3) 

(Nikolić, Glamočlija, et 
al., 2014; Sertel, Eichhorn, 
Plinkert, & Efferth, 2011; Zu 
et al., 2010)

Antiinflamatorio

El proceso inflamatorio forma parte esencial de la respuesta inmune como 
mecanismo de defensa ante la infección por microorganismos patógenos o ex-
posición a agentes químicos nocivos para el organismo. En respuesta, el cuerpo 
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altera las funciones vasculares y celulares, enviando químicos de defensa a la in-
flamación. Cuando el proceso inflamatorio persiste, puede causar daño tisular 
causado por células tisulares ofensivas (como macrófagos y linfocitos) y pre-
sentar síntomas potencialmente dañinos para el organismo, como el desarrollo 
de químicos letales, tanto para el agresor inflamatorio como para el propio 
cuerpo humano. La inflamación aguda se caracteriza por una duración relati-
vamente corta (horas a días) e involucra el mecanismo descrito anteriormente. 
La inflamación crónica se refiere a una respuesta más prolongada (meses a 
años) e incluye algunas enfermedades humanas como la artritis reumatoide, la 
enfermedad de Crohn, la tuberculosis y la enfermedad pulmonar crónica. Las 
enfermedades neurodegenerativas graves como el Alzheimer o el Parkinson 
pueden empeorar por la secreción desregulada de mediadores inflamatorios. 

El uso de terapias alternativas basadas en compuestos naturales es un 
tratamiento prometedor para aliviar las complicaciones provocadas por el 
proceso inflamatorio de muchas enfermedades. Compuestos de origen natu-
ral como los aceites esenciales han demostrado una actividad antiinflamatoria 
debido a su capacidad para suprimir la expresión de la ciclooxigenasa (COX)-
2, inhibir la producción y acciones del óxido nítrico (NO) e inhibir la cascada 
de señalización que provoca la síntesis y liberación de citocinas proinflamato-
rias en los tejidos afectados.

Como se ha mencionado anteriormente, el carvacrol presente en acei-
tes esenciales de orégano y satureja es un compuesto altamente bioactivo. 
Diversos estudios han demostrado su efectividad como antiinflamatorio. Se 
ha informado el efecto antiinflamatorio del carvacrol al inhibir la COX-2, 
enzima esencial responsable de transformar el ácido araquidónico en pros-
taglandinas y leucotrienos involucrados en el proceso inflamatorio. Además, 
este terpenoide disminuyó la concentración de prostaglandina E2 (PGE2) y 
los niveles de interleucina IL-8 proinflamatoria, que participan en el sistema 
inmunológico mediante la activación de neutrófilos, incremento de proteínas 
de adhesión en las células endoteliales y metabolismo oxidativo por polimor-
fonucleares neutrófilos. 

La suplementación con carvacrol (0.2 mg/kg/día durante dos meses) en 
pacientes con lesiones pulmonares provocó una disminución de las citocinas 
proinflamatorias IL-2, IL-4, IL-10, IL-8, IL-6 y TNF-α y un aumento de los 
niveles de citocinas antiinflamatorias IL-10 e interferón-gamma (IFNγ). Es-
tos resultados sugirieren el uso potencial de carvacrol para reducir los casos 
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graves de síndrome de dificultad respiratoria aguda y el desarrollo de lesiones 
pulmonares agudas. Otro estudio ha reportado que la administración de carva-
crol en ratas inducidas por asma bronquial redujo los niveles de interleucinas 
como IL-13, IL-5, IL-4, IgE, TNF-α, entre otros mediadores proinflamatorios. 
El mecanismo de acción sugerido muestra que el carvacrol es un potente su-
presor de eosinófilos, que son la principal fuente de IL-5. Esto, junto con una 
regulación en el equilibrio de las citocinas Th1 y Th2, demuestra el potencial 
del carvacrol como tratamiento antiasmático al limitar la cascada de citocinas 
inflamatorias y moléculas de adhesión celular.

Varios estudios in vitro informaron que el aceite esencial de romero pre-
senta propiedades antiinflamatorias, mediante la inhibición significativa de la 
enzima ciclooxigenasa COX-2 y la inhibición de la producción de NO. Otro 
estudio demostró la inhibición significativa de citocinas proinflamatorias (IL-
1β y TNF-a). No existe mucha evidencia disponible acerca del efecto de aceites 
esenciales antiinflamatorios en estudios in vivo. Se ha mostrado que la apli-
cación tópica de extractos de romero provocó una reducción del edema, sin 
embargo, este efecto no puede ser extrapolado al consumo humano. La acti-
vidad antiinflamatoria de extractos acuosos de romero administrados por vía 
oral (100, 200 o 400 mg/kg) se estudió en ratas Wistar machos a las cuales se 
les causó inflamación inducida por carragenina en el tejido subcutáneo. Los 
resultados mostraron que el extracto de romero causó una reducción depen-
diente de la dosis en la migración de neutrófilos, así como una disminución de 
los niveles de superóxido dismutasa, sustancia reactiva al ácido tiobarbitúrico, 
leucotrieno B4, prostaglandina E2, IL-6 y TNF-α en el exudado inflamado al 
bloquear las vías de los neutrófilos, migración y secreción. 

Por otro lado, el aceite de clavo también presenta actividad antiinflamato-
ria. Este aceite inhibe la producción de varios biomarcadores proinflamatorios 
como la molécula de adhesión de células vasculares-1 (VCAM-1), la proteína 
10 inducida por interferón c (IP-10), quimioatrayente de células T inducible 
por interferón (I-TAC), y monocina inducida por interferón c (MIG). Ade-
más, el aceite de clavo modula significativamente la expresión génica global 
y altera las vías de señalización críticas para la inflamación, remodelación de 
tejidos y procesos de señalización del cáncer. En el mismo acercamiento, se re-
portó el efecto antiinflamatorio del eugenol, compuesto mayoritario del aceite 
de clavo, con propósitos para ser utilizando por dentistas. En este estudio se 
observó que el eugenol a una dosis de 200 mg/kg inhibió significativamente 
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el edema inducido por carragenina y en dosis de 50, 75 y 100 mg/kg tuvo un 
efecto antinociceptivo, que es la reversión o alteración de los aspectos senso-
riales de la intensidad del dolor.

Otros aceites esenciales han demostrado actividades antiinflamatorias 
similares como el aceite esencial de hierbabuena, mejorana y hierba de limón. 

Otras actividades 

Los aceites esenciales tienen numerosas propiedades bioactivas además de las 
descritas anteriormente como propiedad antidiabética y antihiperlipidemia; 
aunque su estudio todavía es limitado. Hoy en día, la diabetes es una de las 
enfermedades crónicas más comunes y graves que afectan la salud humana. La 
diabetes ocurre cuando las células y los tejidos no pueden usar la glucosa en 
sangre debido al metabolismo anormal de la insulina, lo que resulta en hiper-
glucemia y diversas consecuencias metabólicas y funcionales. La prevalencia 
de la diabetes ha aumentado significativamente en las últimas décadas, lo que 
la convierte en un importante desafío para la salud pública. 

Los compuestos bioactivos de los aceites esenciales han demostrado una 
actividad antidiabética crucial. En este sentido, los aceites esenciales de clavo, 
tomillo, orégano y naranja dulce fueron evaluados por su actividad antihiper-
glucemica, además de su potencial antioxidante. En ensayos de inhibición de 
enzimas digestivas relacionadas con el desarrollo de hiperglucemia, el aceite 
esencial de tomillo mostró la mayor capacidad para inhibir la α-amilasa, mien-
tras que el aceite esencial de naranja dulce mostró la inhibición más potente 
de la α-glucosidasa. Estos resultados demuestran el potencial del uso de estos 
aceites esenciales para prevenir y/o tratar enfermedades derivadas del estrés 
oxidativo, como la diabetes mellitus. Del mismo modo, el estudio in vitro del 
aceite esencial de Rosamarinus officinalis reveló que produce una inhibición 
dependiente de la dosis de las enzimas α-glucosidasa que es comparable al 
fármaco estándar acarbosa. 

Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de 
mortalidad en todo el mundo y han sido reconocidas como un contribuyente 
esencial al costo de la atención médica. Estas enfermedades están relacionadas 
con insuficiencia cardíaca, hipertensión, agregación plaquetaria, problemas 
cardíacos y colesterol de baja densidad y triglicéridos elevados. De ahí que 
diversas investigaciones científicas hayan buscado nuevos agentes terapéuti-
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cos para prevenir y tratar las enfermedades cardiovasculares. Existen pocos 
estudios en la literatura que demuestren el potencial de aceites esenciales en 
la protección contra enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, el aceite 
esencial de Thymus daenensis redujo el nivel de colesterol y triglicéridos en 
ratas machos Wistar con hipercolesterolemia. El tratamiento con hierba de 
limón (100 y 200 mg/kg por peso corporal) mostró una inhibición signifi-
cativa contra la hiperlipidemia causada por dexametasona en ratas macho al 
mantener los niveles séricos de colesterol, triglicéridos e índice aterogénico 
cerca de los niveles normales y el efecto antihiperlipidémico del aceite de li-
moncillo fue comparable con la atorvastatina 10 mg/kg por peso corporal. El 
posible mecanismo puede estar asociado con la disminución de la actividad de 
la lecitina colesterol acetil transferasa, una enzima relacionada al metabolismo 
de lípidos. Por otro lado, se estudió el efecto del extracto y aceite esencial de 
albahaca en el perfil de lípidos séricos en ratas alimentadas con una dieta alta 
en colesterol. Tanto el extracto como el aceite redujeron los triglicéridos séri-
cos y hepáticos y el colesterol total y hepático. 

Protocolos 

Protocolo para la extracción de aceite esencial  
de orégano y la evaluación de su actividad antimicrobiana  
contra la bacteria patógena Staphylococcus aureus 

Este protocolo indica los materiales, reactivos y el procedimiento que se de-
sarrollará para la obtención de aceites esenciales y para la determinación de 
la concentración mínima inhibitoria y mínima bactericida del aceite esencial 
contra bacterias patógenas. Como ejemplo, se describe el proceso para la ob-
tención de aceite esencial de orégano contra Staphylococcus aureus. 

Material biológico

•	 50 g de hojas secas de orégano
•	 Staphylococcus aureus 
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Material de laboratorio:

•	 Matraz matraz bola de 500 mL
•	 Matraz Erlenmeyer de 500 mL (con tapón monohoradado)
•	 Matraz de recolección de 100 mL
•	 Fuente de calor (mechero o parrilla de calentamiento)
•	 Refrigerante
•	 Mangueras
•	 Termómetro 
•	 Embudo de separación
•	 Microplacas de 96 pocillos (estériles)
•	 Cajas Petri (estériles)
•	 Micropipetas 200 µL y 1000 µL (estériles)

Reactivos: 

•	 Caldo Mueller Hinton
•	 Agar Mueller Hinton
•	 Agua destilada

Equipos:

•	 Lector de microplacas
•	 Autoclave

Procedimiento: 

Extracción del aceite esencial mediante la técnica de destilación por arrastre 
con vapor

1.	 Se prepara y se monta todo el equipo de destilación como lo muestra la 
figura 4.2. 

2.	 En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se agregan 400 mL de agua destila-
da. Se tapa el matraz con un tapón de un orificio donde se coloca un tubo 
de vidrio que desemboca debajo o lo más cerca de la muestra de orégano. 
Este tubo llevará el vapor generado en el matraz.
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3.	 Se colocan 50 g de hojas secas de orégano cortadas en trozos pequeños (2 
cm) en el matraz bola con 10 mL de agua destilada. 

4.	 Se prende la fuente de calor para permitir que el agua en el primer matraz 
llegué a ebullición y que el vapor generado arrastre los compuestos volá-
tiles del orégano y se condensen por el refrigerante. 

5.	 Transcurrido un determinado tiempo, se recolecta la muestra que cae por 
el refrigerante en un matraz. 

6.	 Se separa la parte acuosa del aceite obtenido con un embudo de sepa-
ración por diferencia de densidades. Se pesa el aceite obtenido para 
determinar el rendimiento de aceite en relación a la muestra inicial utili-
zada de acuerdo a la siguiente ecuación:

7.	 Se almacena el aceite en un frasco ámbar a 4 ºC hasta su uso.

Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del aceite esen-
cial frente S. aureus

1.	 Para la preparación del inóculo, se toma una asada de un stock de S. aureus, 
se inocula en caldo Mueller Hinton (20 µL) y se incuba por 19 h a 37 ºC. 

2.	 Se ajusta el inóculo bacteriano a una absorbancia de 0.1 a 600 nm o a una 
turbidez equivalente a 0.5 estándar McFarland (1x108 UFC/mL). 

3.	 Se preparan diferentes concentraciones del aceite esencial de orégano di-
suelto en caldo Mueller Hinton (rango: 10 – 1000 mg/mL). 

4.	 Se emplea la técnica de microdilución en caldo para la determinación de 
la CMI, para esto se transfieren 5 µL del inóculo ajustado a un pocillo 
de una microplaca. 

5.	 Se agregan 295 µL de las diferentes concentraciones del aceite esencial de 
orégano.

6.	 Como control negativo se colocan 5 µL del inóculo más 295 µL de caldo 
Mueller Hinton (sin aceite esencial) en un pocillo. 

7.	 Como control positivo se agrega 5 µL del inóculo más 295 µL de antibió-
tico diluido en caldo Mueller Hinton. 

8.	 Cada determinación se realiza por triplicado. 
9.	 Se incuba la microplaca por 24 h a 37 ºC. 

La concentración más baja del aceite esencial que evita visualmente el 
crecimiento de inóculo se toma como la CMI. 
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Determinación de la concentración mínima bactericida (CMB) del aceite 
esencial frente S. aureus

1.	 De la microplaca preparada en la determinación de la CMI, se toman 20 
µL del pozo con la CMI y tres concentraciones superiores y se siembran 
en agar Mueller Hinton. 

2.	 Las placas inoculadas se incuban por 24 h a 37 ºC. 
La concentración más baja que evita completamente el crecimiento en 
el agar se toma como la CMB. 

Resultados obtenidos 

De este protocolo se pueden obtener los resultados mostrados en la siguiente 
tabla. 

Resultado
Porcentaje de rendimiento del aceite esencial 1.5%
CMI 200 mg//mL
CMB 400 mg//mL

Abreviaturas

ATP: adenosin trifosfato
ABTS: ácido 2,2›-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico
BHT: butil-hidroxil-tolueno
CMI: concentración mínima inhibitoria
CMB: concentración mínima bactericida
DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
FRAP: capacidad reductora de hierro 
TEAC: capacidad antioxidante equivalente a Trolox
UFC: unidades formadoras de colonias
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Resumen

Los nanomateriales (NMs) son estructuras que miden entre 1 
y 100 nm en una, dos o sus tres dimensiones, conocidos estos 
últimos como nanopartículas (NPs). Las NPs metálicas en es-
pecial las de oro (Au), hierro (Fe), platino (Pt), cobre (Cu) y 
plata (Ag) tienen aplicaciones en diferentes campos como en 
medicina, electrónica y agricultura. Las NPs de plata (AgNPs) 
se utilizan ampliamente como catalizadores y antimicrobianos. 
Estas pueden ser sintetizadas por métodos físicos, químicos 
y mediante síntesis verde. Con la síntesis verde se disminuye 
el uso de sustancias tóxicas, ya que se realiza con ayuda de un 
agente biológico. Pueden obtenerse AgNPs a partir de una sal 
u óxido metálico mediante la reducción con extractos de ori-
gen vegetal, bacteriano o fúngico. Con este proceso se obtienen 
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AgNPs recubiertas de compuestos provenientes del extracto biológico que les 
da estabilidad, sin que se generen demasiados compuestos tóxicos. Las pro-
piedades fisicoquímicas de las AgNPs determinan su capacidad de reacción y 
su actividad biológica, por lo que es necesario caracterizarlas. Las técnicas que 
comúnmente se emplean en su caracterización son microscopía electrónica 
de barrido, espectroscopia de dispersión de energía de rayos-X, espectrosco-
pía UV-visible, dispersión de luz dinámica y electroforesis láser Doppler, que 
aportan información acerca del tamaño, forma, composición y carga eléctrica. 
Las AgNPs presentan actividad antimicrobiana debido a la acción de las pro-
pias NPs, por los iones Ag+ liberados y por las especies reactivas de oxígeno 
generadas. En el laboratorio de Biología molecular de plantas de la Universi-
dad Autónoma de Aguascalientes se sintetizaron AgNPs utilizando extracto 
acuoso de hojas de Raphanus sativus (rábano), capaces de eliminar un 99.99 % 
de la bacteria E. coli en 15 min.

Introducción 

Los nanomateriales (NMs) son estructuras que miden entre 1 y 100 nm en 
una, dos o sus tres dimensiones, conocidas como nanohojas, nanofibras, y 
nanopartículas (NPs), respectivamente. Existen NMs compuestos de: metales 
cero-valentes, óxidos metálicos, carbono, lípidos, o combinaciones de estos 
componentes (nanocompósitos). Las propiedades fisicoquímicas de los NMs, 
como temperatura de fusión, absorción óptica y reactividad química son muy 
diferentes a las de los materiales de mayor tamaño con la misma composi-
ción. Los NMs son generados de forma natural en diversos procesos como en 
erupciones volcánicas, incendios forestales, explosiones estelares y en el meta-
bolismo bacteriano. Sin embargo, también pueden ser producidos de manera 
artificial, y se ha desarrollado una ciencia que permite diseñar y producir estas 
estructuras, la nanotecnología. Esto ha permitido manipular su síntesis para 
obtener NMs con características específicas, que en la actualidad cuentan con 
una gran cantidad de aplicaciones. 

Las NPs metálicas, en especial las de oro, hierro, platino, cobre, plata se 
han destacado por tener aplicaciones en diferentes áreas como la medicina, 
óptica, electrónica y agricultura. Las NPs de plata (AgNPs), por su estabilidad 
química, sus propiedades físicas, su conductividad y sus propiedades biológi-



Capítulo 5. Síntesis Verde de Nanopartículas

147

cas, se están utilizando ampliamente como catalizadores y antimicrobianos. 
Actualmente se comercializan alrededor de 300 productos basados en AgNPs 
aprobados por la FDA de Estados Unidos, entre los que está ropa, dispositivos 
anticonceptivos, tubos endotraqueales y prótesis óseas. Las AgNPs tienen ca-
racterísticas ideales para que las prótesis ortopédicas y cardiovasculares estén 
libres de microorganismos que pudieran infectar al paciente, para los apósitos 
para proteger y cubrir heridas, para el recubrimiento de instrumental quirúr-
gico y de prótesis de tipo óseo, y para facilitar la dosificación farmacológica. 
También, están siendo evaluadas para inhibir la proliferación de células can-
cerosas, como las células MCF7 de cáncer de mama. Las AgNPs también se 
están utilizando en la industria textil por su acción antibacteriana, para evitar 
malos olores, en la fabricación de prendas deportivas y calcetines. Además, las 
AgNPs tienen aplicaciones en la industria alimentaria como conservadores, 
intensificadores de sabor o para mejorar la apariencia de los alimentos.

Síntesis de nanopartículas

Se han desarrollado diversos métodos físicos, químicos y de síntesis verde 
de NPs metálicas, que han permitido controlar su morfología, dimensiones, 
composición, estabilidad en suspensión coloidal, recubrimiento, además de su 
comportamiento y de sus aplicaciones.

Los métodos físicos se basan en la subdivisión mecánica del metal. A 
partir del material macroscópico, mediante procesos físicos como la molienda 
o volatilización, se reduce la agregación hasta llegar a conseguir un material 
nanométrico (Fig. 5.1).

Con los métodos químicos se parte de moléculas de diferentes compues-
tos químicos que van a generar estructuras en una escala nanométrica (Fig. 
5.1). La síntesis de las NPs puede llevarse a cabo por la reducción química de 
una sal u óxidos metálicos, lo que genera la liberación de iones de plata que 
sufren un proceso de nucleación para formar las NPs. La síntesis por métodos 
químicos ha sido ampliamente desarrollada, sin embargo, tienen el incon-
veniente de que utiliza agentes químicos, como solventes y surfactantes, que 
afectan al medio ambiente y que pueden contribuir a la toxicidad de las NPs.

La síntesis verde es un proceso que se caracteriza principalmente en que 
utiliza agentes biológicos, sustituyendo compuestos usados en la síntesis quí-
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mica, que resultan dañinos al medio ambiente. La síntesis verde puede llevarse 
a cabo aprovechando el metabolismo de la planta; al desarrollarse en medio 
con metales, mediante un proceso de biosíntesis, genera las nanopartículas 
metálicas. Otro sistema de síntesis verde es a partir de una sal u óxido metá-
lico y de un agente reductor proveniente de extractos de cáscara, tallo y hojas 
de plantas, bacterias, algas, hongos, levaduras y virus (Fig. 5.1). En este acaso, 
al igual que con los métodos químicos, se parte de átomos o moléculas para 
obtener estructuras nanométricas, la diferencia es que se sustituyen algunos 
agentes químicos por biológicos, que en general son menos tóxicos. Las NPs 
obtenidas mediante síntesis verde son estables, ya que se forman recubiertas 
de compuestos provenientes del agente biológico que evitan aglomeraciones.

Figura 5.1. Métodos físicos, químicos y de síntesis verde para la obtención de nanopartículas.

Material macroscópico

Átomos/moléculas Nucleación
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Existen una gran cantidad de trabajos que reportan la síntesis verde de 
AgNPs utilizando nitrato de plata (AgNO3) y extractos de plantas (Tabla 5.1). 
Tanto la concentración del AgNO3 como la especie de planta influyen en el 
tamaño, solubilidad, carga superficial, forma y aglomeración de las AgNPs 
sintetizadas. Estas características, están relacionadas con sus propiedades bio-
lógicas, por ejemplo, entre menor sea tamaño de las NPs, es mayor la superficie 
de contacto con el entorno, lo que facilita su actividad biológica.

Tabla 5.1. Síntesis verde de AgNPs a partir de diferentes plantas

Material vegetal Ficus benghalensis Algarroba
Tomillo 
(Thymus vulgaris L.)

Syzygium 
aromaticum

Nopal (Opuntia 
ficus-indica)

Ajo (Allium sativa)

Tipo de extracto
Extracto acuoso 
de las hojas

Extracto acuoso 
de las hojas

Extracto acuoso
Extracto acuoso de 
las hojas

Extracto acuoso de 
cladiodos

Extracto acuoso

Características 
de la síntesis

5 ml de extracto, 
45 ml 10-3 M de 
AgNO3 a 60 ºC

5 ml extracto, 
100 ml 1-4 mM 
AgNO3 TA3

Relación 9 :1 
(4mM de AgNO3 y 
extracto) a TA3

10 ml del extracto, 
90 ml de AgNO3 1 
mM a TA3, 40, 60, 
80 ºC

60 ml de H2O, 4 
ml de hidróxido de 
amonio 4 %, 8 ml 
de AgNO3 10 mM, 
8 ml de suspensión 
de extracto de 
nopal (0.2 g/ 8 ml)

50 ml de AgNO3 
(8.5, 10,12,17,20,24 
y 85 mg), 5 ml de 
EAH1 o EAC2, NaCl

Características 
de las AgNPs

Esféricas con 
un diámetro 
aproximado de 
16 nm

Esféricas 
con un diámetro 
de 5-40 nm

No se reporta
Esféricas con un 
diámetro de 5-50 
nm

Esféricas con un 
diámetro de 10 nm

Esféricas de aprox. 
20 nm

Actividad
Actividad contra 
E. coli

Alta actividad 
antimicrobiana 
contra E. coli

Actividad 
antimicrobiana 
contra la bacteria 
fitopatógena 
Phaseoli pv phaseoli

Generan apoptosis 
en líneas celulares 
de cáncer de mama 
(MCF-7)

No se reporta No se reporta

Referencias Saxena et al., 2012
Awwad et al., 
2013

Travieso et al., 2018
Venugopal et al., 
2017

Ledezma et al., 
2014

Calle y Londoño, 
2014

1EAH: extracto de ajo hervido, 2EAC: extracto de ajo cocido, 3TA: temperatura ambiente
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Caracterización de las nanopartículas

Las propiedades fisicoquímicas de las NPs tales como forma, tamaño, compo-
sición química, carga superficial y estado de agregación, están directamente 
relacionadas con su capacidad de reacción. Para conocer estas propiedades, es 
necesario que las NPs sintetizadas sean caracterizadas mediante técnicas mi-
croscópicas y espectroscópicas. A continuación, se da una breve descripción 
de las técnicas más empleadas.

Microscopía electrónica de barrido. La microscopía electrónica de barri-
do (MEB) es una de las técnicas que permite obtener información del tamaño 
y forma de las NPs. Su funcionamiento se basa en realizar un barrido con un 
haz de electrones sobre la muestra, posteriormente las señales generadas por la 
interacción del haz con la superficie de la muestra son recogidas con diferentes 
detectores. De tal forma que a medida que el haz de electrones realiza el barrido, 
se va presentando la imagen de la muestra en un monitor. Esta técnica posee una 
gran profundidad de campo y produce imágenes de alta resolución.

Espectroscopía de dispersión de energía de rayos X. La técnica de es-
pectroscopía de dispersión de energía de rayos X (EDRX) utiliza la radiación 
electromagnética característica que proviene de una muestra para identificar 
y cuantificar los porcentajes atómicos de los elementos presentes en ella. Con-
siste en bombardear el objeto con electrones primarios, que por sí mismos 
tienen la energía apropiada para la emisión de rayos X de la muestra bajo aná-
lisis. La espectroscopía se realiza habitualmente acoplada a un microscopio 
electrónico.

Espectroscopía ultravioleta visible. La espectroscopía ultravioleta visible 
(UV-vis) es una técnica muy útil y confiable para la caracterización primaria de 
las NPs. Las propiedades ópticas únicas de las NPs las hacen interactuar fuer-
temente con longitudes de ondas específicas de luz, por lo que la técnica de 
espectroscopia de luz UV-vis es muy sensible y selectiva para diferentes tipos 
de NPs. En las AgNPs, la banda de conducción y la banda de valencia se en-
cuentran muy cercanas, por lo que los electrones se mueven libremente de 
una a otra. Estos electrones libres dan lugar a una banda de absorción de reso-
nancia de plasmón superficial, que se produce debido a la oscilación colectiva 
de electrones de AgNPs en resonancia con la onda de luz. La absorción de las 
AgNPs depende de su tamaño, del medio dieléctrico y del entorno químico. La 
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observación de este pico, designado plasmón de superficie está bien documen-
tada para varias NPs metálicas con tamaños que varían de 2 a 100 nm.

Dispersión de luz dinámica. Otra forma de conocer el tamaño de las 
partículas en suspensión es a través del diámetro hidrodinámico, el cual se 
mide con un instrumento de dispersión de luz dinámica (DLS por sus siglas 
en inglés). Cuando un medio líquido mueve una partícula dispersa la mayoría 
de las veces se adhiere una capa eléctrica dipolar a su superficie. Debido a que 
esta capa influye en el movimiento de la partícula durante DLS, el diámetro 
medido de la partícula, que se conoce también como hidrodinámico, la mayo-
ría de las veces es superior al diámetro que se mide con MEB.

Electroforesis láser Doppler. El potencial zeta es uno de los parámetros 
fundamentales que controla la interacción de las partículas en suspensión. 
Existe un potencial entre la superficie de la partícula y el líquido dispersante, 
que varía de acuerdo con la distancia desde la superficie de la partícula. En el 
plano de deslizamiento, este potencial se conoce como potencial zeta. El poten-
cial zeta se mide utilizando una combinación de dos técnicas: electroforesis y 
velocimetría láser Doppler, denominada en algunos casos electroforesis láser 
Doppler. Este método mide la velocidad del movimiento de una partícula en 
un líquido cuando se aplica un campo eléctrico sobre éste. Una vez que se co-
noce la velocidad de la partícula y el campo eléctrico aplicado se puede calcular 
el potencial zeta mediante la viscosidad y constante dieléctrica de la muestra.

Las nanopartículas como antimicrobianos

La plata ha sido utilizada por su actividad antimicrobiana desde hace mu-
cho tiempo, aunque las AgNPs presentan una mayor actividad que la plata de 
mayores dimensiones debido a la relación área-volumen. Es bien conocida la 
actividad de estas NPs contra bacterias, hongos e incluso virus, aunque sigue 
en debate si la acción es producida por la AgNPs o por los iones liberados, las 
evidencias sugieren que el efecto es resultado de ambas acciones (Fig. 5.2). 
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Figura 5.2. Mecanismos de acción de las AgNPs contra bacterias. Acción de las AgNPs, de los 
iones Ag+ y de las especies reactivas de oxígeno en la pared celular, la membrana citoplasmá-

tica, proteínas y cromosoma (Adaptado de Eckhardt et al., 2013).

En Escherichia coli expuesta a AgNPs se ha logrado observar la formación 
de poros en la pared celular y su acumulación en la membrana celular, lo que 
modificaría la permeabilidad, permitiendo el movimiento de moléculas al in-
terior de la célula y la pérdida de nutrientes, provocándole la muerte. Mediante 
microscopía electrónica ha sido posible observar la interacción de la plata con 
las células bacterianas, el cambio morfológico en la pared celular y el daño en 
la membrana citoplasmática, siendo más evidente en bacterias Gram negativas 
como E. coli, que en Gram positivas como Staphylococcus aureus, posiblemen-
te por las diferencias estructurales entre ambas. El ingreso de las AgNPs a la 
célula puede producir daño a nivel celular, subcelular y de biomoléculas. La 
actividad antimicrobiana de las AgNPs es proporcional a sus dimensiones, son 
más activas las más pequeñas porque tienen mejor capacidad de ingreso a la 
célula para interactuar con diversas biomoléculas.
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Como es conocido, los metales al ser oxidados químicamente en solución 
acuosa liberan iones metálicos, y de igual manera las AgNPs también son el 
origen de iones Ag+. Las AgNPs de menores dimensiones liberan una mayor 
cantidad de iones en condiciones aeróbicas. Los iones Ag+ pueden interactuar 
con los iones negativos de azufre, fósforo o nitrógeno, constituyentes de com-
ponentes celulares, afectando la funcionalidad de la pared celular bacteriana, 
interfiriendo con la cadena respiratoria bacteriana o afectando la capacidad 
de replicación del ADN. Mediante imágenes de microscopía electrónica de 
transmisión se ha detectado la interacción de iones Ag+ con el ADN de bacte-
rias, también se ha identificado que estos iones tienen preferencia por las bases 
guanina y adenina, y mediante resonancia magnética nuclear se ha apreciado 
la distorsión de la doble hélice, lo que puede ocasionar una pérdida en la ca-
pacidad de replicación. Los iones Ag+ tienen afinidad por la cisteína de las 
proteínas, y son capaces de desplazar iones esenciales en el funcionamiento de 
las enzimas, como al ion de cobre (Cu+), inactivándolas. Esto fue observado 
con la enzima nicotinamida adenina dinucleótido deshidrogenasa de E. coli, 
que participa en la cadena respiratoria bacteriana, y cuya interacción con Ag+ 
provocó la muerte celular.

Además, las AgNPs pueden interactuar con las enzimas que participan en 
la cadena respiratoria generando especies reactivas de oxígeno (EROs), tales 
como peróxido de hidrógeno, el radical hidroxilo o superóxido que produ-
cen estrés oxidativo, oxidación de lípidos, daño a proteínas, inhibición de la 
producción de ATP y de la replicación del ADN. Por su parte, los iones Ag+ 
también participan en la generación de EROs. El estrés oxidativo en las células 
es mayor en condiciones aeróbicas que en anaeróbicas debido a la cantidad de 
radical superóxido que se genera, que es el que presenta una mayor actividad 
antimicrobiana.

Lo que es un hecho, es que a diferencia de los antibióticos que actúan de 
manera específica en algún receptor, los iones Ag+ y las AgNPs afectan a la 
bacteria en diversos aspectos de su metabolismo y de su estructura al mismo 
tiempo y de manera inespecífica. El uso de plata como antimicrobiano fue 
abandonado con el descubrimiento de los antibióticos, pero con la aparición 
de bacterias resistentes, las AgNPs son una alternativa real en el tratamiento de 
infecciones, porque es más difícil que las bacterias desarrollen mecanismos 
de resistencia contra éstas. Sin embargo, se han encontrado bacterias capaces 
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de sobrevivir a concentraciones elevadas de plata, por adquisición de plásmi-
dos de resistencia, aunque no se ha esclarecido los mecanismos.

Muchas de las AgNPs sintetizadas por estos procedimientos han sido 
evaluadas por su capacidad antimicrobiana. La mayoría de los reportes invo-
lucran bacterias patógenas de interés clínico como E. coli, que puede provocar 
trastornos gastrointestinales; S. aureus, que puede ocasionar infecciones en la 
piel, huesos, neumonía y endocarditis; Streptococcus pneumoniae, relaciona-
da con neumonía, sinusitis y peritonitis; Salmonella tiphi, asociada a la fiebre 
tifoidea; Vibrio cholerae, que provoca cólera. Además de otras como Pseudo-
monas aeruginosa, que es un patógeno oportunista en humanos, y Bacillus 
subtilis utilizado como organismo modelo en diversos estudios.

Los protocolos empleados en este análisis son mediante difusión o dilu-
ción. El técnica de difusión a partir de discos es muy recurrente en el análisis 
antimicrobiano. En este procedimiento se colocan discos de papel filtro impreg-
nado de las AgNPs en la superficie de medio sólido en caja Petri previamente 
inoculado con la bacteria. Se espera que las AgNPs difundan radialmente a 
partir del disco, y que el crecimiento de la bacteria se vea inhibido alrededor 
del disco. Dependiendo del diámetro de los halos de inhibición, se puede cono-
cer la actividad de las AgNPs contra esa bacteria y la resistencia o sensibilidad 
de las bacterias. Esta técnica permite la evaluación de diferentes concentracio-
nes de AgNPs de una manera fácil, económica y rápida. Por ejemplo, las AgNPs 
sintetizadas a partir de extractos de semillas de fenogreco, una leguminosa de 
la India, utilizando dos variantes del proceso, agitación o sonicación fueron 
analizadas mediante el protocolo de difusión en agar. En ese experimento se 
demostró una mayor actividad de AgNPs sintetizadas por sonicación contra las 
bacterias E. coli y S. aureus que las sintetizadas por agitación.

En otro tipo de análisis antimicrobiano, se calcula la inactivación de los 
microorganismos producida por las NPs. El procedimiento consiste en adi-
cionar las AgNPs a una suspensión microbiana de concentración conocida, 
generalmente entre 104 y 107 unidades formadoras de colonia por mililitro 
(UFC/ml). Después de un tiempo de exposición las bacterias se inoculan en 
medio sólido, y mediante conteo de colonias, se calculan las UFC/ml sobrevi-
vientes al tratamiento. La inactivación se expresa como log (N0/N), o unidades 
logarítmicas, donde N y N0 son las UFC/ml de la bacteria sobrevivientes e ini-
ciales, respectivamente. Esta técnica permite la obtención de resultados muy 
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precisos que suelen ser más aceptables, y ha sido utilizada para evaluar la acti-
vidad antimicrobiana de diversas NPs.

Protocolos

Síntesis verde de AgNPs utilizando extracto acuoso  
de hojas de plantas

1.	 Licuar 50 g de hojas limpias con 250 ml de agua destilada estéril. Por 
ejemplo, pueden usarse hojas de rábano que, tomando las iniciales de su 
nombre científico, Raphanus sativus, las NPs sintetizadas se han denomi-
nado RsAgNPs.

2.	 Calentar en baño María durante 1 h, dejar enfriar a TA de 2 a 12 h.
3.	 Eliminar los residuos sólidos por sedimentación, centrifugación y filtra-

ción con papel cualitativo Whatman # 1.
4.	 Mezclar 10 ml del extracto filtrado con 90 ml de una solución de 2 mM 

AgNO3. 
5.	 Incubar a TA protegido de la luz con agitación constante hasta observar 

cambio de coloración indicativo de la síntesis de AgNPs. En el caso de las 
RsAgNPs torna de amarillo a rojizo marrón (Fig. 5.3). 

Figura 5.3. Reacción de síntesis de AgNPs a partir de AgNO3 y extracto acuoso de hojas de 
rábano. Cambio de coloración característico de la formación de AgNPs.

AgNO3 + extracto de hojas de rábano

Inicial 7 días
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6.	 Tomar una alícuota de la mezcla de reacción y leer en el espectrofotó-
metro UV-vis haciendo un barrido de absorbancias de 300 a 800 nm. 
Comprobar la formación de AgNPs con el plasmón característico y el 
pico máximo de absorción en el rango entre 400 y 450 nm. En el caso de 
las RsAgNPs la máxima absorbancia resulta a los 425 nm (Fig. 5.4).

Figura 5.4. Plasmón característico de la formación de AgNPs. Espectro de absorbancia 
UV-vis de las AgNPs sintetizadas con extracto de hojas de rábano, con un pico de máxima 

absorbancia a 425 nm.

7.	 Centrifugar la suspensión, eliminar el sobrenadante por decantación. 
8.	 Lavar el precipitado tres veces con agua destilada estéril y una vez con 

etanol al 96 % para eliminar cualquier residuo de la reacción.
9.	 Secar las RsAgNPs a 37 ºC por 24 h, dispersar por sonicación.

Caracterización de las AgNPs producidas:

1.	 Análisis por MEB para observar la forma. Las fotografías de MEB pueden 
ser empleadas en la determinación del tamaño con ayuda del programa 
Image J2. El análisis por MEB de las RsAgNPs mostró que son esféricas y 
tienen un tamaño promedio de 82 nm (Fig. 5.5). 

	 Estudio de EDRX para determinar la composición de elementos. Las Ag-
NPs sintetizadas con extractos vegetales no sólo están constituidas por 
plata, sino que además están conformadas por componentes provenien-
tes del extracto vegetal. El análisis de EDRX de las RsAgNPs mostró que 
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están conformadas principalmente por Ag (54.1 %), además de otros 
elementos que provienen del extracto vegetal, entre los que destacan car-
bono (16.35 %), cloro (14.13 %) y oxígeno (5. 97 %) (Fig. 5.6).

2.	 Análisis mediante DLS para determinar el diámetro hidrodinámico de 
las nanopartículas. El valor del diámetro calculado mediante esta técnica 
generalmente es mayor que el determinado por microscopía electrónica, 
ya que se realiza en un medio líquido donde se adhiere una capa eléctrica 
dipolar a su superficie. Por ejemplo, en las RsAgNPs se calculó un diá-
metro hidrodinámico de 118.8 nm en agua destilada, valor mayor que el 
calculado por MEB, de 80.32 nm (Fig. 5.5).

3.	 Estudio de electroforesis láser Doppler para determinar el potencial zeta, 
que indica la carga eléctrica de las AgNPs, la magnitud de la repulsión o 
atracción electrostática que existe entre estas, y su estabilidad. Por ejem-
plo, en las RsAgNPs se encontró un potencial zeta de -32.3 mV, donde el 
valor negativo indica una carga eléctrica superficial estable. Esta estabi-
lidad es proporcionada por la materia orgánica proveniente del extracto 
vegetal y que recubre a las AgNPs.

Figura 5.5. Nanopartículas de plata sintetizadas con extracto de hojas de rábano. (a) Mediante 
microscopía electrónica de barrido se observan las AgNPs de forma esférica. (b) El histogra-
ma muestra la distribución de tamaño de la AgNPs medidas con ayuda del programa Image 

J2, con el que se calculó un diámetro promedio de 80.32 ± 11.37 nm.
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Figura 5.6. Análisis EDRX de AgNPs sintetizadas con extracto de hojas de rábano. Las RsAg-
NPs están conformadas principalmente por plata, además de otros elementos que provienen 

del extracto vegetal, entre los que destacan carbono (C), cloro (Cl) y oxígeno (O).

Evaluación de la actividad antimicrobiana de AgNPs

1.	 Cultivar en medio de cultivo líquido una colonia aislada de E. coli a 37 ºC 
durante toda la noche.

2.	 Hacer diluciones seriadas del cultivo en buffer de fosfatos de potasio 0.05 
M pH 7 estéril.

3.	 Sembrar cada una de las diluciones en medio sólido. Incubar durante 
toda la noche. 

4.	 Contabilizar las colonias desarrolladas para calcular las UFC/ml.
5.	 Preparar una suspensión bacteriana con 1X106 UFC/ml en buffer de fos-

fatos en dos tubos con 1 ml cada uno.
6.	 Adicionar a un tubo, la suspensión AgNPs a una concentración de 0.1 

mg/ml. El otro será el control negativo por lo que no se le adiciona nada.
7.	 Incubar a TA e inocular una alícuota de cada suspensión en medio sólido 

después de 15, 30 y 60 min de exposición.
8.	 Incubar a 37 ºC por toda la noche. 
9.	 Contar colonias y calcular las UFC/ml después de la exposición.

Ag

Ag

Cl

Cl

C

O



Capítulo 5. Síntesis Verde de Nanopartículas

159

10.	Calcular la inactivación logarítmica expresada en unidades logarítmica 
(U log) con la fórmula:

U log = log (N0/N)

Donde N0 y N son las UFC/ml de la bacteria iniciales y sobrevivientes, respectivamente.

En la valoración de la actividad antimicrobiana de RsAgNPs se observó 
una inactivación logarítmica de 4.3, 4.8 y 5.9 U log a los tiempos de 15, 30 y 
60 min, respectivamente (Fig. 5.7). Estos datos demuestran que las RsAgNPs, 
pueden eliminar las bacterias de E. coli en un 99.99 % en 15 min, en un 99.999 
% en 30 min y en un 99.9999% en 60 min.

Figura 5.7. Actividad antibacteriana de las RsAgNPs. Cultivos bacterianos de E. coli fueron 
expuestos a 0.1 mg/ml de AgNPs sintetizadas con extracto de hojas de rábano durante 15, 30 
y 60 min. Para determinar la inactivación logarítmica se contabilizó el número de unidades 

formadoras al inicio y después del tratamiento.

Abreviaturas

ADN: ácido desoxirribonucleico, material genético y hereditario.
Ag+: iones de plata
AgNO3: nitrato de plata
AgNPs: nanopartículas de plata
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ATP: adenosín trifosfato o trifosfato de adenosina, nucleótido fundamental en 
la obtención de energía celular.

Cu+: iones de cubre
DLS: dispersión de luz dinámica
EDRX: espectroscopía de dispersión de energía de rayos X
EROs: especies reactivas de oxígeno
FDA: Siglas en inglés de Food and Drug Administration, que significa Admi-

nistración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
g: gramos
h: hora
Log: logaritmo base 10
M: molar
MEB: microscopía electrónica de barrido
mg/l: miligramos por litro
ml: mililitros
mM: milimolar
nm: nanómetros
NMs: nanomateriales
NPs: nanopartículas
RsAgNPs: nanopartículas de plata sintetizadas con extractos de hojas de rába-

no (Raphanus sativus).
TA: temperatura ambiente
UFC/ml: unidades formadoras de colonia por mililitro
U log: unidades logarítmicas
UV-vis: ultravioleta-visible

Glosario

Antimicrobiano. Sustancia química que tiene actividad contra microorganis-
mos, destruyéndolos o inhibiendo su proliferación.

Antibacteriano. Sustancia que tiene actividad contra bacterias, matando o in-
hibiendo su proliferación.

Catalizador. Sustancia que aumentar la velocidad de una reacción sin ser con-
sumida en el proceso.
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Células MCF7. Línea celular aislada de un paciente con cáncer de mama, que 
es utilizada en investigación científica de esta enfermedad.

Escherichia coli (E. coli). Bacteria gramnegativa que coloniza el tracto gastroin-
testinal haciendo simbiosis con el organismo. Existen algunas cepas de 
esta bacteria que son patógenas y otras que son utilizadas en protocolos 
de investigación.

Fúngico. Relacionado con hongos.
Nucleación. Formación de cuerpos sólidos muy pequeños dentro de una fase 

líquida.
Inactivación logarítmica. Representación matemática de la capacidad de ac-

ción de una sustancia contra un microorganismo.

Bibliografía 

Abiola Grace Femi-Adepojua, Adewumi Oluwasogo Dadab, Kabir Opeyemi 
Otunc, Adeyinka Olufemi Adepojud & Ojo Paul Fatobae. (2019). Green 
synthesis of silver nanoparticles using terrestrial fern (Gleichenia Pectina-
ta (Willd.) C. Presl.): characterization and antimicrobial studies. Heliyon 
5 (2019) e01543. http://doi.org/10.1016/j.heliyon.2019. e01543 

Awwad, A. M., Salem, N. M. & Abdeen, A. O. (2013). Green synthesis of 
silver nanoparticles using carob leaf extract and its antibacterial acti-
vity. International Journal of Industrial Chemistry, 4(1), 29. https://doi.
org/10.1186/2228-5547-4-29.

Chellaram, C., Murugaboopathi, G., John, A. A., Sivakumar, R., Ganesan, 
S., Krithika, S. & Priya, G. (2014). Significance of nanotechnology in 
food industry. APCBEE procedia, 8, 109-113. https://doi.org/10.1016/j.
apcbee.2014.03.010. 

Deshmukh, A. R., Gupta, A. & Kim, B. S. (2019). Ultrasound Assis-
ted Green Synthesis of Silver and Iron Oxide Nanoparticles Using 
Fenugreek Seed Extract and Their Enhanced Antibacterial and Antio-
xidant Activities. Hindawi BioMed Research International. http://doi.
org/10.1155/2019/1714358.

Eckhardt, S., Brunetto, P.S., Gagnon, J., Priebe, M., Giese, B. & Fromm, K.M. 
(2013). Nanobio silver: its interactions with peptides and bacteria, and 

http://doi.org/10.1016/j.heliyon.2019.%20e01543
https://doi.org/10.1186/2228-5547-4-29
https://doi.org/10.1186/2228-5547-4-29
https://doi.org/10.1016/j.apcbee.2014.03.010
https://doi.org/10.1016/j.apcbee.2014.03.010
http://doi.org/10.1155/2019/1714358
http://doi.org/10.1155/2019/1714358


162

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

its uses in medicine. Chem Rev, 113(7), 4708-54. http://doi.org/10.1021/
cr300288v.

El Badawy, A., Silva, R., Morris, B., Scheckel, K., Suidan, M. & Tolaymat, T. 
(2011). Surfacecharge-dependent toxicity of silver nanoparticles. Environ 
Sci Technol, 4, 283-287. http://doi.org/10.1021/es1034188. 

Erdogan, O., Abbak, M., Demirbolat, G.M., BirtekocakI, F., AkselI, M., Pa-
saI, S. & CevikI, O. (2019). Green synthesis of silver nanoparticles via 
Cynara scolymus leaf extracts: The characterization, anticancer potential 
with photodynamic therapy in MCF7 cells. PLoS ONE, 14(6), e0216496. 
http://doi.org/10.1371/journal.pone.0216496. 

Garcidueñas-Piña, C., Medina-Ramírez, I.E., Guzmán, P., Rico-Martínez, R., 
Morales-Domínguez, J.F. & Rubio-Franchini, I. (2016). Evaluation of the 
Antimicrobial Activity of Nanostructured Materials of Titanium Dioxide 
Doped with Silver and/or Copper and Their Effects on Arabidopsis thalia-
na. Hindawi Publishing CorporationInternational Journal of Photoenergy, 
2016, 8060847. http://doi.org/10.1155/2016/8060847 

Goldstein, J., Newbury, D.E., Joy, D.C., Lyman, C.E., Echlin, P., Lifshin, E., 
Sawyer, L. & Michael, J.R. (2003). Scanning Electron Microscopy and X-
ray Microanalysis. Springer Third edition XIX, 689.

Gurunathan, S., Park, J. H., Han, J. W., & Kim, J. H. (2015). Comparative as-
sessment of the apoptotic potential of silver nanoparticles synthesized by 
Bacillus tequilensis and Calocybe indica in MDA-MB-231 human breast 
cancer cells: targeting p53 for anticancer therapy. International journal 
of nanomedicine, 10, 4203. http://doi.org/10.2147/IJN.S83953. PMID: 
26170659; PMCID: PMC4494182.

Iravani, S. (2011) Green synthesis of metal nanoparticles using plants. Green 
Chemistry, 10, 2638. https://doi.org/10.1039/C1GC15386B.

Lee, K.X., Shameli, K., Mohamad, S.E., Yew, Y.P., Mohamed Isa, E.D., Yap, 
H.Y., Lim, W.L. & Teow, S.Y. (2019). Bio-Mediated Synthesis and Cha-
racterisation of Silver Nanocarrier, and Its Potent Anticancer Action. 
Nanomaterials (Basel), 9(10). http://doi.org/10.3390/nano9101423 

Liao, C., Li, Y. & Tjong, S.C. (2019). Bactericidal and Cytotoxic Properties 
of Silver Nanoparticles. Int. J. Mol. Sci, 20, 449. http://doi.org/10.3390/
ijms20020449.

Mariadoss, A.V.A., Ramachandran, V., Shalini, V., Agilan, B., Franklin, J.H., 
Sanjay, K., Alaa, Y.G., Tawfiq, M.A. & Ernest, D. (2019). Green synthesis, 

http://doi.org/10.1021/cr300288v
http://doi.org/10.1021/cr300288v
http://doi.org/10.1021/es1034188
http://doi.org/10.1371/journal.pone.0216496
http://doi.org/10.1155/2016/8060847
http://doi.org/10.2147/IJN.S83953
https://doi.org/10.1039/C1GC15386B
http://doi.org/10.3390/nano9101423
http://doi.org/10.3390/ijms20020449
http://doi.org/10.3390/ijms20020449


Capítulo 5. Síntesis Verde de Nanopartículas

163

characterization and antibacterial activity of silver nanoparticles by Ma-
lus domestica and its cytotoxic effect on (MCF-7) cell line. Microb Pathog, 
135,103609. http://doi.org/10.1016/j.micpath.

Maurer-Jones, M.A., Lin, Y.S. & Haynes, C.L. (2010). Functional assessment 
of metal oxide nanoparticle toxicity in immune cells. ACS Nano, 4, 3363-
3373. http://doi.org/10.1021/nn9018834. 

Mohanta, Y.K., Panda, S.K., Biswas, K., Tamang, A., Bandyopadhyay, J., De, D., 
et al. (2016). Biogenic synthesis of silver nanoparticles from Cassia fistul 
(Linn.): in vitro assessment of their antioxidant, antimicrobial and cyto-
toxic activities. IET Nanobiotechnol, 10, 438–444. http://doi.org/10.1049/
iet-nbt.2015.0104. 

Nayak, D., Ashe, S., Rauta, P.R., Kumari, M. & Nayak, B. (2016). Bark extract 
mediated green synthesis of silver nanoparticles: evaluation of antimicro-
bial activity and antiproliferative response against osteosarcoma. Mater. 
Sci. Eng. C, 58, 44–52. http://doi.org/10.1016/j.msec.2015.08.022. 

Paladini, F., Pollini, M. (2019). Antimicrobial Silver Nanoparticles for Wound 
Healing Application: Progress and Future Trends. Materials (Basel), 9, 
12(16). http://doi.org/10.3390/ma12162540.

Salari, S., Esmaeilzadeh Bahabadi, S., Samzadeh-Kermani, A. & Yosefzaei, F. 
(2019). In vitro Evaluation of Antioxidant and Antibacterial Potential 
of Green Synthesized Silver Nanoparticles Using Prosopis farcta Fruit 
Extract. Iran J Pharm Res, 18(1), 430-455. PMID: 31089378; PMCID: 
PMC6487442.

Saxena, A., Tripathi, R. M., Zafar, F. & Singh, P. (2012). Green synthesis of 
silver nanoparticles using aqueous solution of Ficus benghalensis leaf ex-
tract and characterization of their antibacterial activity. Materials letters, 
67(1), 91-94. https://doi.org/10.1016/j.matlet.2011.09.038. 

Siddiqi, K.S., Rashid, M., Rahman, A., Tajuddin, Husen, A. & Rehman, S. 
(2018). Biogenic fabrication and characterization of silver nanoparticles 
using aqueous-ethanolic extract of lichen (Usnea longissima) and their 
antimicrobial activity. Biomater Res, 21, 22:23. http://doi.org/10.1186/
s40824-018-0135-9.

Syafiuddin, A., Salmiati, Hidibarata, T., Hong Kueh, A. B. & Salim, M. R. 
(2018). Novel weed-extracted silver nanoparticles and their antibacterial 
appraisal against a rare bacterium from river sewage treatment plan. Na-
nomaterials, 8(9), 1-17. http://doi.org/10:3390/nano8010009. 

http://doi.org/10.1016/j.micpath
http://doi.org/10.1021/nn9018834
http://doi.org/10.1049/iet-nbt.2015.0104
http://doi.org/10.1049/iet-nbt.2015.0104
http://doi.org/10.1016/j.msec.2015.08.022
http://doi.org/10.3390/ma12162540
https://doi.org/10.1016/j.matlet.2011.09.038
http://doi.org/10.1186/s40824-018-0135-9
http://doi.org/10.1186/s40824-018-0135-9
http://doi.org/10:3390/nano8010009


164

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Taleb, A.; Petit, C. & Pileni, M.P. (1998). Optical properties of self-assembled 
2D and 3D superlattices of silver nanoparticles. J. Phys. Chem, 102, 2214–
2220. https://doi.org/10.1021/jp972807s. 

Ullah Khan, S., Saleh, T.A., Wahab, A., Khan, M.H.U., Khan, D., Ullah Khan, 
W., Rahim, A., Kamal, S., Ullah Khan, F. & Fahad, S. (2018). Nanosilver: 
new ageless and versatile biomedical therapeutic scaffold. Int J Nanome-
dicine, 13, 733-762. http://doi.org/10.2147/IJN.S153167.

Venugopal, K., Rather, H.A., Rajagopal, K., Shanthi, M.P., Sheriff, K., Illi-
yas, M. & Maaza, M. (2017). Synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) 
for anticancer activities (MCF 7 breast and A549 lung cell lines) of the 
crude extract of Syzygium aromaticum. Journal of Photochemistry and 
Photobiology B: Biology, 167, 282-289. http://doi.org/10.1016/j.jphoto-
biol.2016.12.013. 

Zetasizer Manual. (2004). Nano Series User MAN0317 Issue 1.1 
Zhang, X.F., Liu, Z.G., Shen, W. & Gurunathan, S. (2016). Silver Nanoparticles: 

Synthesis, Characterization, Properties, Applications, and Therapeutic 
Approaches. Int J Mol Sci, 17, 1534. http://doi.org/10.3390/ijms17091534. 

https://doi.org/10.1021/jp972807s
http://doi.org/10.2147/IJN.S153167
http://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2016.12.013
http://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2016.12.013
http://doi.org/10.3390/ijms17091534


Capítulo 6 
Filogenética de Plantas Basada 

en Secuenciación  
de Nueva Generación

Marcela Avendaño González
Departamento de Biología del Centro de Ciencias Básicas

Universidad Autónoma de Aguascalientes 

Resumen 

La filogenética permite establecer las relaciones ancestro – des-
cendiente que unen a los organismos. En las plantas, como en 
todos los organismos, este campo de la sistemática ha represen-
tado y sigue representando un trabajo continuo que resulta en 
hipótesis filogenéticas cambiantes y propositivas. En la actual 
era de la sistemática molecular, la comparación de secuencias 
de ADN o proteínas, se emplean para generar filogenias donde 
las diferencias entre las secuencias indican divergencia genética 
como resultado de una evolución molecular a través del tiempo. 
Más recientemente, la identificación de miles de genes nuclea-
res en bajo número de copias ha comenzado a transformar 
las investigaciones de biología evolutiva y sistemática. En este 
capítulo se ejemplifica un estudio de genética de poblaciones 
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empleando secuenciación de nueva generación. La suficiente variación ge-
nética obtenida a partir de la secuenciación de los múltiples loci empleados 
permitió conocer un poco más sobre la historia evolutiva de la especie Boute-
loua gracilis, mientras que los resultados obtenidos, demuestran el potencial 
y versatilidad que tiene este método de secuenciación en estudios de genética 
ecológica y evolutiva.

Antecedentes 

El estudio de las plantas, así como de cualquier organismo vivo, implica siem-
pre comenzar situándolo en un contexto filogenético. La filogenética permite 
establecer las relaciones ancestro – descendiente que unen a los organismos 
vivos o extintos, dichas relaciones existen entre poblaciones y especies. A par-
tir de los estudios filogenéticos es que otras relaciones, como las ecológicas, 
toman mayor relevancia pues se logra un mayor y mejor entendimiento de los 
procesos evolutivos que las han moldeado. 

La determinación de las relaciones filogenéticas de las plantas ha repre-
sentado y sigue representando un trabajo continuo pues se han empleado 
diversos enfoques que resultan en hipótesis filogenéticas cambiantes y propo-
sitivas. Es así como, a pesar de la variedad de sistemas de clasificación, el mejor 
será aquel que refleje de manera exacta las relaciones ancestro - descendiente 
entre los organismos clasificados. Como resultado de lo anterior tenemos que 
ahora esté bien establecido, por ejemplo, que evolutivamente ocurrió una única 
transición de las plantas al ambiente terrestre (Embriofitas) desde un ancestro 
acuático (Charophytas). Entre especies, las relaciones filogenéticas se infieren a 
partir de caracteres particulares, preferentemente aquellos originados a partir 
de cambios evolutivos que son heredados (sinapomorfias) o novedades evolu-
tivas (autapomorfias) que permiten evidenciar estas relaciones. 

En la actual era de la sistemática molecular, las filogenias moleculares se 
generan al comparar secuencias de ADN (ácido desoxirribonucleico) o pro-
teínas, donde las diferencias entre las secuencias indican divergencia genética 
como resultado de una evolución molecular a través del tiempo.  Los diferen-
tes genes acumulan mutaciones a tasas de cambio diferentes por lo que no 
todos los genes o macromoléculas resultan ser marcadores moleculares ap-
tos para brindar información filogenética. Tradicionalmente en la sistemática 
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molecular se han empleado, por su utilidad, marcadores de ADN ribosomal 
(rDNA) y de plástidos (cpDNA) para la reconstrucción de filogenias de plan-
tas a nivel de género, pues en estos existen en un gran número de copias en el 
genoma de estos organismos. Los marcadores más frecuentemente empleados 
del rDNA han sido los espaciadores transcritos (ITS y ETS siglas en inglés) y 
la región codificante de la subunidad 26S del ARN.  Entre los marcadores más 
empleados del cpDNA tenemos a los genes codificantes para las proteínas rcbL 
y matk y sus espaciadores no codificantes.

En las décadas pasadas, las miradas hacia la sistemática molecular des-
tacaron la importancia de esta rama biológica, el desarrollo de las técnicas de 
secuenciación de ácidos nucleicos ultrarrápida y la generación de grandes can-
tidades de datos en muy poco tiempo, sumado al desarrollo de herramientas 
matemáticas y estadísticas, han permitido explicar los procesos evolutivos más 
fácilmente. En años más recientes, la identificación de miles de genes nuclea-
res en bajo número de copias ha comenzado a transformar las investigaciones 
de biología evolutiva y sistemática molecular. 

Secuenciación masiva de datos 

La Secuenciación de Nueva Generación (SNG o Next Generation Sequencing: 
NGS) permite la secuenciación paralela masiva de ADN, y es capaz de incremen-
tar el volumen y velocidad de generación de datos, siendo una de sus mayores 
ventajas que es aplicable a cualquier organismo. La SNG se han aplicado exito-
samente en filogenética y filogeografía, además ha permitido abordar preguntas 
sobre la diversidad del genoma, naturaleza y frecuencia de duplicación del ge-
noma entre linajes de plantas. Las metodologías de SNG desarrolladas hasta 
ahora incluyen la secuenciación completa del genoma, secuenciación del trans-
criptoma, enriquecimiento dirigido (targeted enrichment ó sequence capture), 
secuenciación RAD (RAD-Seq), secuenciación por genotipificación (Genoty-
ping-by-Sequencing: GBS), y escaneo del genoma con o sin enriquecimiento 
dirigido (Hyb-Seq).

En este capítulo nos enfocaremos en el método de sitios de restricción 
asociados al ADN que por sus siglas en inglés es conocido como RAD-seq (res-
triction site-associated DNA sequencing), usado especialmente para estudios 
de genómica ecológica, evolutiva y de conservación. La secuenciación RAD se 
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ha convertido en el método más empleado para descubrir polimorfismos de 
nucleótido simple (single nucleotide polimorphism: SNP) y para genotipificar 
cualquier organismo. 

Método RAD-seq

Explicado de manera sencilla, en este método, el ADN genómico es digerido 
por una enzima de restricción, seguido de un corte mecánico para reducir la 
longitud de los fragmentos para su secuenciación. El resultado es un mues-
treo de un gran número de datos adyacentes a un gran número de sitios de 
restricción en todas las áreas del genoma (codificantes y no codificantes) que 
posteriormente son secuenciados en las plataformas de Illumina. El análisis de 
las secuencias requiere de software especiales que permiten generar los alinea-
mientos empleando una secuencia de referencia o, si esta no está disponible, 
los fragmentos RAD pueden analizarse de novo. Las lecturas idénticas se agru-
pan como posibles alelos, al agrupar todas las secuencias que tienen pocas 
diferencias entre ellas, se pueden ubicar los SNP e indeles entre los alelos de un 
mismo locus y se corrigen los errores al comparar base con base en cada uno 
de los sitios. Los alelos homocigotos o heterocigotos reales serán aquellos que 
tengan altos números de lecturas y pocos errores.

El método RAD-seq ha adoptado múltiples metodologías que varían por 
ejemplo en el número de enzimas empleadas o la selección directa o indirecta 
del tamaño de los fragmentos, manteniendo aspectos básicos de la metodolo-
gía original (Fig. 6.1). Hasta la fecha, este método de secuenciación de nueva 
generación ha sido el que mayor impacto ha tenido en filogenética y filogeo-
grafía por el control que tiene sobre los fragmentos resultantes de la digestión, 
además por la versatilidad que presenta para resolver problemas de investiga-
ción al identificar múltiples marcadores para propósitos de genotipificación 
poblacional a gran escala y a un bajo costo. 
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Figura 6.1. Ilustración paso a paso de la elaboración de la biblioteca genómica para secuen-
ciación RAD (Elaborada a partir de Andrews et al. 2016).

RAD

1. Restricción con 1 enzima

2. Unión de adaptadores

3. Combinación de muestras
    (Multiplex)
4. Ruptura de fragmentos
    (Sonicación)
5. Selección de tamaño

6. Reparación de extremos
7. Generación de colas A
8. Adaptadores Y

9. PCR
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Filogenética de poblaciones de Bouteloua gracilis  
(Chloridoideae: Poaceae)

En los pastizales de Norteamérica se distribuye el pasto navajita azul (Bouteloua 
gracilis (Kunth) Lag. ex Griffiths), un pasto perenne nativo con metabolis-
mo C4. Su distribución va desde el sur de Canadá, centro y oeste de Estados 
Unidos hasta México. Bouteloua gracilis ha sido muy estudiada debido a su 
amplia distribución, su importancia en el pastoreo histórico y su rol clave en 
la ecología de las comunidades de pastizales de Norteamérica. A lo largo de su 
distribución ha sido reportado como ecológica, morfológica y genéticamente 
variable. Lo anterior se relaciona a que se puede encontrar en climas áridos y 
semiáridos, es tolerante al frío y a la sequía, así como a los suelos alcalinos. A 
pesar de la gran variación reportada para la especie, solo un estudio se había 
enfocado en investigar la variación genética poblacional de la especie B. gra-
cilis, reportando que, para cuatro poblaciones del centro de México, zona que 
representa la distribución sureña de la especie, la variación genética dentro las 
poblaciones era mayor que la interpoblacional. Sin embargo, a partir de los 
estudios filogenéticos previos, lo que se podía inferir sobre la variación gené-
tica de esta especie era muy poco dado que los estudios realizados emplearon 
marcadores (ITS, rpL32-trnL and rps16-trnK) que resultaron invariantes a 
nivel infraespecífico. Ante esta problemática, resultaba necesario abordar el 
estudio de la filogenética y la genética de poblaciones de B. gracilis a partir 
de datos generados con una metodología más potente de SNG como lo es la 
secuenciación RAD.

Muestreo y análisis de datos 

A partir del muestreo de varios individuos de 42 poblaciones diferentes a 
lo largo del área de distribución de la especie se pudieron muestrear 33807 
loci del genoma nuclear, que contenían 164045 SNP. A partir de estos datos, 
la inferencia filogenética generada con el método de Máxima Verosimilitud 
mostró una topología bien resuelta, en la que se observa que las muestras de 
México y EUA comparten ancestría (Fig. 6.2). El clado que incluye a todas las 
muestras de México (A, 99% BS) se divide en dos clados altamente soportados 
(A1& A2, 93% cada uno); el clado A2 contiene muestras del centro y norte de 
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México incluyendo a la población de Sonora como la población más tempra-
namente divergente. El clado hermano A1 incluye muestras de Chihuahua y 
Texas. En la otra rama, el clado de EUA (B, 100% BS) se separa en dos grupos 
que coinciden con su origen geográfico: la gran planicie (B1) y la región mon-
tañosa del oeste (B2, 100% BS).

La suficiente variación genética obtenida de los múltiples loci empleados 
permitió conocer un poco más sobre la historia evolutiva de la especie pues al 
observar dentro del clado de México (A) las relaciones revelan que las mues-
tras del centro de México son las ultimas en divergir (Actipan de Morelos, 
Puebla in A5) y se originan de ancestros que debieron estar en el Norte de Mé-
xico (clados A1, A3. A4 y el clado tempranamente divergente A5), indicando 
que el origen de las poblaciones mexicanas ancestrales fue en el desierto chi-
huahuense. De hecho, algunos autores han concluido que el centro de origen 
y diversificación de las especies del género Bouteloua Lag. ocurrió en las áreas 
abiertas del norte de México, además existe evidencia de que algunas especies 
incluyendo a B. gracilis, migraron hacia el norte desde México.

En este estudio, la secuenciación RAD permitió obtener datos suficien-
tes para establecer: a) las frecuencias alélicas de cada individuo y agruparlos 
de acuerdo a las mismas (Fig. 6.3, izquierda), b) calcular un índice de flu-
jo genético y el modelo de cómo éste está ocurriendo, c) los haplotipos y su 
diversidad así como su diversificación, permitiendo esto evidenciar el movi-
miento de dispersión de la especie (Fig. 6.3, centro y derecha), d) la diversidad 
alélica dentro de las poblaciones, dando indicios de que algunas poblaciones 
se encuentran aisladas, e) los modelos de expansión demográfica para deter-
minar cuáles son las poblaciones que tienen un crecimiento estable y cuáles 
han sido las ultimas en expandirse. Los resultados enlistados anteriormente 
demuestran el potencial y versatilidad que tiene este método de secuenciación 
en estudios de genética ecológica y evolutiva.
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Figura 6.2. Inferencia filogenética molecular con el método de máxima verosimilitud 
empleando 33807 loci y 164045 SNPs de B. gracilis. Generado empleando IQTREE con 

1000 réplicas de bootstrap ultrarrápido, los valores de soporte se muestran en los nodos; 
Log-likelihood: -7270163.539, longitud total del árbol: 0.296. Letras en los nodos indican el 
nombre asignado al clado, las etiquetas de la derecha señalan la ubicación geográfica de las 
muestras. Mapa de la ubicación geográfica de los clados A1 y A2 (México), B1 y B2 (EUA), 

Desierto chihuahuense en amarillo.
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Figura 6.3. Izquierda: gráfico del análisis Bayesiano de agrupamiento con Structure, se 
muestra la probabilidad (barras) de cada muestra de ser asignada a uno de los tres grupos 
genéticos (K=3) de acuerdo con sus frecuencias alélicas. Centro: localización geográfica de 

los grupos: MEX- gris oscuro, CUSA- gris, WUSA-NMEX- gris claro. Los límites de los 
grupos se establecieron con base en las regiones ecoterrestres (L2 y L3); además se muestran 
los gráficos de pastel con la distribución de haplotipos para cada grupo genético, los colores 
corresponden a los observados en la red de haplotipos. Derecha: Red de haplotipos donde el 

tamaño del círculo corresponde a el número de muestras con el haplotipo. 

Protocolo

Colecta en campo: se visitaron 42 localidades en donde se colectaron de uno a 
cinco individuos por población, de los cuales se obtuvieron muestras de hoja 
en fresco que se colocaron en bolsas con sílica gel para su deshidratación y 
conservación. 

Extracción de ADN: se pesaron 0.3 g de tejido de hoja deshidratada. En 
un tubo de 1.5 ml el tejido se homogenizó empleando el Tissue Lyser II- QIA-
GEN con perlas de acero inoxidable. Se aplicó un ciclo (o dos) de disrupción 
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a 30/s por 2 a 3 min. Una vez  homogeneizado el tejido, el ADN se extrajo 
siguiendo el protocolo CTAB 2X (Doyle, 1987). El ADN de cada muestra fue 
cuantificado usando el fluorómetro Qbit (kit dsDNA Assay) de Invitrogen y 
todas las muestras se ajustaron a la misma concentración molar (20 ng/µL).

Biblioteca genómica y secuenciación: la biblioteca genómica se preparó 
siguiendo el protocolo de Etter et al. (2011) empleando la enzima de alta fideli-
dad SbfI (New England Biolabs) para digerir 300 ng de ADN de cada muestra. 
Para este estudio se procesaron 94 muestras simultáneamente para las cuales 
los códigos de identificación de sus fragmentos fueron de 6 a 10 pb de lon-
gitud difiriendo por lo menos en dos bases. Después de restringir el ADN de 
cada muestra, se juntaron todas para formar la biblioteca genómica la cual se 
sometió a sonicación en un Covaris S220 para producir fragmentos de aproxi-
madamente 400 pb, posteriormente se seleccionaron los fragmentos de entre 
360 y 600 pb empleando cartuchos de agarosa al 1.5% (Pippin Prep; Sage Scien-
ce, Beverly, MA). La amplificación final para el enriquecimiento de la biblioteca 
genómica se dividió en reacciones múltiples de 25µl, realizando 18 ciclos para 
cada amplificación. El tamaño, calidad y cantidad de la biblioteca genómica 
se evaluó con el Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) empleando 
el DNA 1000 Kit. La secuenciación de la biblioteca se obtuvo mediante lec-
turas sencillas de 150 pb de longitud en una línea de la plataforma Illumina 
NextSeq500 (IIGB Genomic Core de la Universidad de California, Riverside). 

Filtrado de calidad y recuperación de Polimorfismos de Nucleótido Sim-
ple (SNP): las secuencias crudas se procesaron empleando el software ipyrad 
v.0.7.17 (Eaton, 2014). El alineamiento se realizó de novo (sin secuencia de re-
ferencia). A cada lectura de secuenciación se le cortaron 6 pb al inicio para 
eliminar el remanente del sitio de restricción de la enzima y se estableció que 
las lecturas quedaran a una longitud máxima de 145 pb. Los parámetros de 
alineamiento empleados fueron los de fábrica estableciendo un umbral de ali-
neamiento de 90%. El alineamiento final se realizó solo con 74 muestras de 
poblaciones de B. gracilis y algunas muestras de las especies hermanas para for-
mar el grupo externo (B. chasei, B. herrera-arrietae, B. scorpioides y B. simplex).

Inferencia filogenética: La inferencia de máxima verosimilitud (ML) se 
realizó en el programa IQTREE (Nguyen et  al., 2015) especially for maxi-
mum-likelihood (ML. Se realizaron 1000 réplicas de bootstrap ultrarápido. 
Para las inferencias se empleó el modelo de evolución molecular GTR+gamma 
empleado anteriormente en estudios con RAD-seq (Eaton et al., 2017). Los 
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árboles resultantes se enraizaron y visualizaron con el programa FigTree v1.4 
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Glosario

Filogenia: estudio de las relaciones evolutivas entre organismos empleando 
diagramas representativos parecidos a árboles.

Divergencia: referente a la evolución divergente en la cual dos poblaciones es-
trechamente relacionadas por exposición a presiones selectivas diferentes 
terminan por diferenciarse una de la otra. 

Clado: grupo de organismos (linajes) que tienen un ancestro en común.
Grupo externo: taxón o grupo en un árbol filogenético conocido por haber 

divergido más tempranamente que el resto de los taxa en el árbol y se 
emplea para determinar la posición de la raíz del árbol.

Filogeografía: sub-rama de la biogeografía histórica que consiste en el análisis 
espacial de los linajes que se fundamenta en el estudio de los procesos 
geográficos históricos que podrían ser responsables de las distribuciones 
contemporáneas de individuos.

Genotipificación: determinar el genotipo
Restricción: cuando algunas enzimas reconocen una o varias secuencias don-

de cortan el ADN. 
Polimórfico: que tiene o puede tener muchas formas, en el ADN los poli-

morfismos incluyen las diferencias en nucleótidos o en secuencias, al 
compararlos.

Indel: contracción de “inserción o deleción”, en referencia a los dos tipos de 
mutaciones genéticas.

De novo: se refiere a la secuenciación de un genoma nuevo sin una secuencia 
de referencia disponible para su alineamiento. 

Perenne: planta que vive más de dos años.
Haplotipo: conjunto de variaciones del ADN, o polimorfismos, que tienden a 

ser heredados juntos.

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Resumen 

La contaminación que perturba medios acuáticos, aéreos y 
terrestres ha ocasionado problemas de salud humana, trastor-
nos en la vida de diversas especies y en la subsistencia de los 
ecosistemas. Los metales pesados son elementos que al ser ex-
puestos a los seres vivos afectan diversos procesos biológicos 
y que, debido a actividades como la agricultura, la minería, la 
quema de combustible fósil, han incrementado su concentra-
ción en capas superficiales del suelo. Considerando esto, se 
han desarrollado estrategias que posibilitan la recuperación de 
espacios contaminados. Algunas plantas tienen la capacidad 
de absorber cantidades elevadas de metales acumulándolos, 
sus acciones tóxicas, eliminándolos del sitio en que se desa-
rrollan. Esta propiedad es la que ha sido aprovechada para la 
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fitorremediación, técnica que ha sido utilizada con éxito en la eliminación de 
diferentes contaminantes, en especial de metales pesados. Diversas especies 
de plantas han sido evaluadas en su capacidad de fitorremediación, entre las 
que se cuentan las leguminosas. Las leguminosas forman asociaciones sim-
bióticas con bacterias del suelo del género Rhizobium, que no solo favorecen 
ciertos aspectos vitales de la planta, sino que también parecen contribuir en 
el proceso de fitorremediación. 

Introducción

La contaminación de agua, aire y suelo ha ido en incremento con las activida-
des humanas y con el aumento desmedido de la población. Los contaminantes 
ambientales pueden entrar a la cadena trófica al ser absorbidos por las plantas, 
provocando efectos adversos en la salud humana que van desde moderados 
hasta mortales. Además, pueden provocar la pérdida de especies, de hábitats 
y de ecosistemas completos. Aunque el principal objetivo que debería consi-
derarse sería buscar alternativas para evitar contaminar más, lo cierto es que 
existen una gran cantidad de zonas contaminadas que requieren atención 
urgente. La investigación de técnicas que permitan corregir estos sitios ha 
llevado a evaluar diferentes estrategias, entre las que se cuenta la fitorremedia-
ción. Muchos estudios han demostrado la eficacia de diferentes plantas para 
la eliminación de metales pesados y otros contaminantes de diversos sitios. 
En este capítulo exponemos las principales características de la fitorremedia-
ción, algunos estudios que han sido exitosos para eliminar metales pesados de 
suelo, cómo se pueden mejorar las cualidades de la planta para favorecer este 
proceso, y algunos resultados de nuestro trabajo realizado con mezquite.

Contaminación por metales pesados

Los metales pesados son elementos que por su peso molecular tienden estar en 
capas profundas de la corteza terrestre, pero que debido a procesos naturales y 
antropogénicos se pueden encontrar en la superficie, incluyendo áreas agríco-
las. En la actualidad se pueden encontrar suelos con altas concentraciones de 
metales y metaloides, que han sido contaminados por el uso de fertilizantes, la 
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minería, la metalurgia, el uso de combustible fósil y las actividades militares. 
Los metales esenciales como el cobre (Cu), hierro (Fe), níquel (Ni), cobal-
to (Co), manganeso (Mn) y zinc (Zn), son requeridos por los organismos en 
pequeñas cantidades para el desarrollo de los procesos biológicos, aunque a 
concentraciones elevadas resultan tóxicos, siendo capaces de inducir alteracio-
nes a nivel de ADN, membrana celular, respiración, fotosíntesis y actividades 
enzimáticas. Por su parte, los metales no esenciales como cadmio (Cd), mer-
curio (Hg) o plomo (Pb), no poseen función biológica conocida, pero pueden 
ingresar a los organismos utilizando los mismos sistemas de transporte que los 
esenciales, y su presencia, aún en concentraciones muy bajas, causan efectos 
adversos. La contaminación de suelos con metales pesados representa un ries-
go tanto a la salud humana como a la de los ecosistemas, microorganismos, 
animales y plantas.

Plantas y metales pesados

Las plantas cuentan con sistemas de transporte para absorber los metales esen-
ciales del suelo, ya que la carencia de estos puede traer consecuencias negativas 
en su desarrollo. El Cu ingresa a las células de las plantas por canales iónicos 
especiales para Cu2+, pero si en el suelo se encuentra como Cu1+, la planta 
modifica sus canales para facilitar la captación de este metal. Esta estrategia 
asegura el suministro de este importante metal. La concentración del metal en 
el interior de la célula tiende a equilibrarse con la que hay en el suelo, por lo 
que en suelos altamente contaminados la planta absorbe grandes cantidades. 
Las plantas no cuentan con sistemas de transporte específicos para los metales 
no esenciales, sin embargo, estos utilizan los de los esenciales para llegar al in-
terior de las células vegetales. Las plantas han desarrollado sistemas de control 
de ingreso, almacenaje y eliminación, para protegerse de los metales pesados y 
al mismo tiempo abastecerse de los metales esenciales. Las principales estrate-
gias que utilizan las plantas para tolerar el exceso de metales pesados son: (1) 
la exclusión, limitando la asimilación de los metales, y (2) la acumulación de 
los metales en compartimientos donde no provoque daño celular.

Además, las plantas responden a las condiciones estresantes que les apor-
tan los metales pesados mediante una serie de cambios bioquímicos que les 
permiten eliminarlos o disminuir los efectos adversos. La presencia de metales 
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pesados induce la producción de hormonas como etileno, ácido jasmónico y 
ácido abscísico; así como de compuestos quelantes tales como fitoquelatinas 
y metaloproteínas, que ayudan a la planta a tolerar el daño. Si las estrategias 
mencionadas son insuficientes, la célula aumenta la producción de especies re-
activas de oxígeno (EROs) que producen una inhibición de diversos procesos 
celulares por estrés oxidativo, con lo que se desencadenan en la célula varios 
mecanismos para contrarrestarlos como son la producción de compuestos 
como el glutatión, flavonoides, carotenoides y de enzimas antioxidantes como 
superóxido dismutasas, catalasas y peroxidasas.

Estrategias de remediación

La necesidad de corregir sitios contaminados con metales pesados ha llevado 
a desarrollar estrategias que incluyen técnicas fisicoquímicas y biológicas. En-
tre las fisicoquímicas están el lavado de suelos o aplicación de campo eléctrico, 
la excavación y el tratamiento térmico que, aunque son rápidos, también son 
costosos, contaminan agua, y el suelo y sus ecosistemas pueden quedar destrui-
dos. La biorremediación es una técnica biológica que permite la eliminación de 
contaminantes de un sito y que pueden ser llevada a cabo por microorganismos 
(bacterias y hongos) y sus enzimas, y por plantas (Fitorremediación). 

Fitorremediación 

La fitorremediación utiliza plantas y su rizósfera para remover los contami-
nantes, disminuir su biodisponibilidad o convertirlos a formas menos tóxicas, 
con la consecuente regeneración del sitio. Esta técnica hace uso de la capaci-
dad que tienen algunas especies vegetales de crecer y desarrollarse en suelos 
contaminados, con ventajas técnicas y económicas en relación con los siste-
mas fisicoquímicos. Sin embargo, es una tecnología que ha presentado algunos 
inconvenientes como los siguientes: (1) se ve afectado por el clima y las con-
diciones estacionales, (2) requiere de largos periodos de tiempo, (3) funciona 
sólo para cierto tipo de contaminantes, (4) depende de la profundidad de las 
raíces y de la biodisponibilidad de los contaminantes, (5) los contaminantes 
pueden entrar a la cadena trófica, y (6) debe encontrarse un destino a la bio-
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masa de la planta que queda contaminada. En este último punto, para plantas 
del género Brassica y Helianthus tuberosus L. empleadas en la fitorremediación 
se ha hallado una solución, la biomasa contaminada puede ser reutilizada para 
la producción de biodiésel.

La fitorremediación es llevada a cabo mediante diversas estrategias que 
en conjunto son responsables de la recuperación del suelo: fitoextracción, fito-
degradación, fitovolatilización y rizorremediación (Fig. 7.1). 

Figura 7.1. Estrategias de fitorremediación. (1) Fitoextracción: acumulación de metales en 
partes aéreas de la planta, traslocados a través del xilema y almacenados en vacuolas; (2) fito-
degradación: biotransformación de compuestos orgánicos; (3) fitovolatilización: los compues-
tos voláltiles salen de la planta a través de las hojas; y (4) rizorremediación: llevada a cabo en 
la rizósfera donde los microorganismos modulan el crecimiento de las plantas y facilitan la 

eliminación de contaminantes del suelo (Imagen modificada de DalCorso et al., 2019).
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Fitoextracción

En la fitoextracción, los metales del suelo son absorbidos por las raíces de las 
plantas, son conducidos por el xilema hasta las partes aéreas y almacenados 
y concentrados en compartimentos celulares (vacuolas) o extracelulares de 
hojas y tallos (Fig. 7.1). Las plantas tienen la habilidad de fitoextraer metales 
esenciales, no esenciales y metaloides (Se, As). Las plantas utilizadas en la fi-
toextracción (Figura 7.2) de metales pesados tienen que cumplir con ciertos 
requisitos: (1) ser hiperacumuladoras, es decir, tener la habilidad de acumular 
y tolerar altos niveles de metales; (2) llevar el metal de la raíz a las partes aé-
reas; (3) desarrollar gran cantidad de hojas y tallos; (4) tener raíces profundas. 
Se consideran hiperacumuladoras a las plantas que concentran más de 10,000 
mg/kg peso seco de Zn o Mn, o más de 1000 mg/kg peso seco de Ni, Cu, o 
Pb, o más de 100 mg/kg peso seco de Cd. La planta debe contar con algún 
proceso que le permita hiperacumular el metal sin que le cause daño. Entre 
estos procesos se cuentan la compartimentalización, la complejación y la sín-
tesis de proteínas que se unen al metal o que quelan a los iones metálicos, así 
como sustancias de respuesta al estrés. La estrategia de fitoextracción es la 
más efectiva en la descontaminación de suelos, y ya varias familias de plantas 
como las Lamiaceae, Fabaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, 
y Brassicaceae han sido empleadas por su capacidad de hiperacumular me-
tales pesados. Plantas como Populus spp (álamos) y Salix spp (sauces) son 
plantas hiperacumuladoras y han sido utilizadas para eliminar Cd y Zn de 
sitios contaminados. Estos árboles producen una gran cantidad de biomasa en 
poco tiempo, y acumulan el metal en las hojas más que en el tronco, por lo que 
pueden ser removidas continuamente. 

Fitodegradación

La fitodegradación es el metabolismo o biotransformación del contaminante 
que ocurre dentro de la planta. Algunas plantas tienen la capacidad de biotrans-
formar compuestos orgánicos mediante reacciones enzimáticas, pasando por 
tres fases. En la fase I, monooxigenasas y carboxilesterasas llevan a cabo reaccio-
nes de óxido-reducción e hidrólisis, generándose compuestos más hidrofílicos 
que pueden ser más o menos tóxicos que el original. El producto de la fase I 
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entra en reacciones de fase II, donde las sustancias son atacadas por transferasas, 
propiciando su conjugación con azúcares, aminoácidos o glutation, formando 
complejos sin actividad biológica. En la fase III los complejos provenientes de la 
fase II son atrapados por estructuras de la planta, ya sea que ingresen a las vacuo-
las o que formen enlaces con componentes de la pared celular, como la lignina. 
Plantas como Brassica juncea, Cichorium intybus son capaces de metabolizar el 
DDT (diclorodifeniltricloroetano), que es un plaguicida de gran persistencia y 
movilidad ambiental, que fue muy utilizado hace algunos años para combatir 
insectos, tanto los que afectan las cosechas como los que funcionan como vecto-
res de malaria y tifus. Otras plantas, como Myriophyllum aquaticum, Helianthus 
annuus pueden biotransformar el TNT (2,4,6-trinitrotolueno), un explosivo 
muy tóxico que contamina suelo y agua debido a su uso bélico.

Fitovolatilización

Algunos metales y metaloides, al ingresar a la planta, son biotransformados a 
compuestos volátiles que pueden ser liberados a la atmósfera en la estrategia 
conocida como fitovolatilización (Fig. 7.1). Así, compuestos inorgánicos de Se, 
presentes en el suelo, son absorbidos por plantas, y mediante reacciones enzi-
máticas involucradas en el metabolismo del Se, los convierten a compuestos 
orgánicos, menos tóxicos que los originales, que son liberados a través de las 
hojas al aire. Chara canescens y Arabidopsis thaliana son plantas en la que se 
ha observado este mecanismo de remediación, y se ha reportado que en este 
proceso el Hg se volatiliza como el ion Hg2+ que es menos tóxico, y el selenio 
como (CH3)2Se que es 600 veces menos tóxico que el elemento.

Rizorremediación

Con la rizorremediación se produce la eliminación de contaminantes del suelo 
por procesos que llevan a cabo las raíces de las plantas y los microorganismos 
que se encuentran en el sitio (Fig. 7.1). En el suelo, la planta puede participar 
con los procesos de fitoestabilización y rizofiltración. La fitoestabilización li-
mita la lixiviación, la movilidad, la biodisponibilidad y la peligrosidad de los 
contaminantes. Un ejemplo de fitoestabilización es la conversión de la forma 
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nociva del cromo (Cr6+) a su forma menos soluble (Cr3+) sin que se remueva 
del suelo y afecte a la planta. La rizofiltración facilita la absorción y la con-
centración del contaminante en las células de la raíz. La rizofiltración ha sido 
empleada para eliminar metales pesados y metales radiactivos como uranio 
(U) y estroncio (Sr) con especies como Brassica juncea y Helianthus annuus.

Por otro lado, el suelo y las plantas son colonizados por una gran di-
versidad de microorganismos. Esto es especialmente evidente en la rizósfera, 
donde bacterias y hongos asociados a las raíces influyen positivamente en 
la vida de la planta. Los microorganismos participan tanto directa como in-
directamente en la remediación del suelo, ya sea activamente degradando, 
adsorbiendo o absorbiendo los contaminantes; o previniendo o neutralizando 
efectos adversos que producen factores bióticos o abióticos, y aumentando la 
resistencia de las plantas a la presencia de los contaminantes. Los microorga-
nismos contribuyen a que la planta esté en buenas condiciones para realizar 
la fitorremediación, proporcionando enzimas, solubilizando minerales, fijan-
do nitrógeno y suministrando fitohormonas, como el ácido indol acético que 
promueva la elongación de la raíz. En suelos contaminados con metales pesa-
dos, bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter y Rhizobia, y 
hongos como Ascomicetos, Basidiomicetos y micorrizas arbusculaes, pueden 
cambiar la forma iónica del metal, disminuir su toxicidad o modificar su so-
lubilidad. Estos procesos permiten la eliminación de contaminantes del suelo, 
sin que alcancen partes aéreas de la planta, como en la fitoextracción, limitan-
do su ingreso a la cadena trófica y su volatilización.

Mejoras en la capacidad de fitorremediación

Plantas que se desarrollan en los sitios contaminados pueden ser útiles en la 
fitorremediación, en cuyo caso, la intervención humana consistiría en aportar 
humedad y fertilizantes para favorecer el desarrollo vegetal (Fig. 7.2a). Por su 
parte, los ensayos in vitro han permitido seleccionar plantas potencialmente 
útiles en la fitorremediación. Se busca que las plantas cumplan con las siguien-
tes características: (1) que tengan un rápido crecimiento, (2) que sean de fácil 
mantenimiento, (3) que resten toxicidad al contaminante, (4) que produzcan 
gran cantidad de biomasa y por supuesto, (5) que sean tolerantes al contami-
nante. Pueden conseguirse plantas con una mayor producción de biomasa, de 
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acumulación de metal y de tolerancia a la toxicidad de los metales pesados por 
técnicas de fitomejoramiento clásicas o biotecnológicas, como la obtención 
de transgénicas (Fig. 7.2b). Mediante técnicas de ingeniería genética, se ha lo-
grado la transformación de plantas, especialmente con genes provenientes de 
bacterias, que le confieren mejores características en el transporte de metales, 
en la respuesta al estrés oxidativo o la capacidad de detoxificación. También 
se ha empleado la estrategia de bioaumentación, que es el enriquecimiento del 
suelo con microorganismos que establecen simbiosis en la rizósfera con las 
plantas, bacterias (Rizobium o endofíticas) u hongos micorrízicos o con otro 
tipo de microorganismos no necesariamente simbióticos (Fig. 7.2c).

Figura 7.2. Plantas para la fitorremediación. (a) Intervención con técnicas de cultivo para 
favorecer el desarrollo de plantas nativas en los sitios contaminados; (b) selección de plantas 

con mejor capacidad de hiperacumulación, mayor biomasa y tolerancia a los metales; (c) 
enriquecimiento de la rizósfera con microorganismos que favorezcan la fitorremediación.
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Leguminosas en la fitorremediación

La familia de las leguminosas (Fabaceae) incluye alrededor de 200 especies, 
y han sido consideradas en diversos estudios como candidatas para la fito-
rremediación, especialmente por su capacidad de desarrollarse en suelos con 
pocos nutrientes. Además, son conocidas por formar asociaciones simbióticas 
con bacterias del género Rhizobium. La rizorremediación y en general la fi-
torremediación pueden verse beneficiada por los microorganismos presentes 
en el suelo, ya que favorecen el desarrollo de la raíz y del follaje de las plantas, 
además de que están implicadas en la resistencia ante condiciones de estrés 
biótico y abiótico. Las plantas de la familia de las leguminosas son impor-
tantes en los ecosistemas, ya que incrementan la fertilidad por su capacidad 
de fijar nitrógeno atmosférico, capacidad que se ve aumentada en la simbio-
sis Rhizobium-leguminosa, y que puede ser benéfica en suelos contaminados 
con metales. En un estudio realizado con Phaseolus coccineus se observó el 
beneficio de la asociación de esta leguminosa con microorganismos de la ri-
zósfera, tanto en el desarrollo de la planta como en la regeneración del suelo 
contaminado con hidrocarburos. En una investigación utilizando la especie 
Acacia farnesiana se demostró que tolera y acumula plomo, haciéndola una 
especie competente para este tipo de tecnologías. Por su parte, Prosopis laevi-
gata, conocido comúnmente como mezquite, es capaz de germinar y crecer en 
diferentes concentraciones de Cd (II) y Cr (VI), por lo que también se consi-
dera con potencial en la fitorremediación de metales pesados. 

Protocolo 

Evaluación de la tolerancia a la exposición a metales y de la capacidad de fito-
rremediación de plantas

1.	 Preparar dos soluciones de CuSO4, una a 10 mM y la otra a 20 mM.
2.	 Mezclar 100 ml de cada una de las soluciones con 100 g de tierra libre de 

hojas, piedras o terrones. Incluir como control, tierra con agua sin cobre.
3.	 Colocar la mezcla en macetas. 
4.	 Sembrar de 10 semillas de diferentes plantas.
5.	 Incubar a temperatura ambiente.
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6.	 Contabilizar las semillas germinadas y mediante análisis estadístico de 
Chi cuadrada, determinar si existen diferencias entre las cultivadas en 
presencia del metal con las de su respectivo control.

7.	 Continuar la incubación durante 3 semanas, manteniendo la humedad 
de la tierra, evitando escurrimiento.

8.	 Observar crecimiento y desarrollo de las plantas.
9.	 Mantener el desarrollo durante 3 meses.
10.	Mediante análisis en espectroscopio de absorción atómica determinar el 

contenido de Cu en diferentes secciones de la planta y suelo. 
11.	Calcular el factor de bioconcentración (FBC), cuyo valor indica la capa-

cidad de la planta de acumular el metal; y el factor de traslocación (FT), 
que representa la capacidad de la planta para llevar el metal desde las 
raíces hasta los brotes utilizando las siguientes fórmulas:

FBC = Cu planta µg/g / Cu suelo µg/g
FT = Cu aéreo µg/g / Cu raíza µg/g

En un experimento, se pusieron semillas de mezquite, rábano, jitomate 
y lechuga a diferentes concentraciones de CuSO4. Las semillas de mezquite 
mostraron un porcentaje de germinación y una elongación de la plántula sin 
diferencias significativas entre las concentraciones de 0 y 10 mM de CuSO4 
(Fig. 7.3a y 7.3b). Aunque con mezquite se observó un efecto inhibitorio con 
20 mM de CuSO4, con las otras especies se presentó una inhibición de la ger-
minación y del crecimiento a concentraciones menores (Fig. 7.3a y 7.3b), lo 
que sugiere una mayor tolerancia del mezquite.
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Figura 7.3. Germinación y crecimiento en presencia de CuSO4. (a) El porcentaje de germina-
ción del mezquite se mantuvo sin diferencias significativas con el control hasta la concentra-
ción de 10 mM de CuSO4, en las concentraciones superiores se observa una inhibición de la 
germinación. (b) La elongación de las plántulas de mezquite no se vio afectada por la expo-
sición a 10 mM de CuSO4, pero sí a mayores concentraciones. Las otras especies evaluadas 

resultaron ser menos tolerantes a la toxicidad del cobre.
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Abreviaturas 

ADN: ácido desoxirribonucleico
EROs: especies reactivas de oxígeno
FBC: factor de bioconcentración
FT: factor de traslocación
CuSO4: sulfato de cobre
mM: milimolar
g: gramos
μg: microgramo
ml: mililitros

Glosario 

Antioxidante. Sustancia química que evitan la acción de los radicales libres y 
sus efectos adversos.

Bioconcentración. Acumulación de una sustancia química en un organismo al 
ingresar a él directamente del ambiente.

Biodiésel. Es un combustible obtenido a partir de lípidos de origen vegetal o animal.
Biodisponibilidad. Cantidad y velocidad con que una sustancia ingresa a un 

organismo.
Biomasa. Materia orgánica que puede ser utilizada para obtener energía.
Biotransformación. También llamado metabolismo. Es un proceso enzimático 

mediante el cual un organismo vivo modifica una sustancia química para 
convertirla en otra de más fácil eliminación.

Cadena trófica. También llamada cadena alimenticia. Secuencia de seres vivos 
que se alimentan unos de otros en un cierto orden.

Canales iónicos. Poros de la membrana celular formados por proteínas que 
permiten el paso de iones al interior o exterior de la célula.

Endofítico (a). Organismo que vive en el interior de una planta.
Enzima. También llamados catalizadores biológicos. Proteína que acelera la 

velocidad de una reacción.
Especies reactivas de oxígeno. Moléculas muy reactivas debido a la presencia de 

una capa de electrones de valencia no apareados. Son inestables, contienen 
oxígeno y reacciona fácilmente con otras moléculas de la célula.
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Hiperamumulador (a). Se refiere a plantas capaces de crecer en suelo rico en 
metales y de concentrarlos en su interior. Una planta se considera hi-
peracumuladora si puede contener por lo menos1000 mg de níquel por 
kilogramo de materia seca en algún tejido de la parte aérea.

Leguminosas. También llamadas fabáceas. Son una familia del orden de las 
fabales que agrupa árboles, arbustos y hierbas que producen fruto tipo 
legumbre.

Lignina. Polímeros orgánicos que forma parte de los componentes de la pa-
red celular vegetal, le da estructura y soporte a las plantas vasculares y a 
algunas algas.

Lixiviación. También llamada extracción sólido-líquido. Es la separación de 
una o varias sustancias contenidas en una matriz sólida, usualmente pul-
verizada, mediante el uso de disolventes líquidos.

Metales pesados. Elementos químicos metálico de alta y que pueden ser tóxi-
cos para los seres vivos.

Mezquite. Especies de planta leguminosa del género Prosopis.
Quelante. También llamado secuestrante. Sustancia química que forma com-

plejos con iones metálicos
Rhizobium. Género de bacterias gramnegativas fijadoras de nitrógeno, que 

junto con Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium y Azorhizo-
bium comprenden el grupo de rizobios.

Rizósfera. Es la parte del suelo cercana a las raíces de las plantas en donde se 
desarrolla la vida microbiana. Es un ecosistema donde interactúa la plan-
ta a través de sus raíces con el suelo y sus microorganismos.

Simbiosis. Interacción entre seres vivos de distinta especie en la que se bene-
fician mutuamente.

Tolerancia. Es la capacidad que tienen los individuos de una especie de sopor-
tar cantidades excesivas de alguna sustancia.

Traslocación. Cambio de posición o de lugar.
Vacuola. Organelo en forma de pequeñas vesículas de las células de los hongos 

y de las plantas que permiten el almacenamiento de distintas sustancias, 
como azúcares o agua.

Volatilización. Es el proceso en el que una sustancia química se convierte de 
un estado líquido o sólido a un estado gaseoso o de vapor.

Xilema. Es un tejido que transporta agua y minerales disueltos desde la raíz 
hasta el resto de la planta.
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Resumen 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa es una técnica de bio-
logía molecular desarrollada por Kary B. Mullis que permite 
amplificar in vitro una gran cantidad de fragmentos de ADN 
específicos a partir de una mezcla de reactivos sometidos a di-
versas temperaturas. Los componentes de la mezcla incluyen 
una plantilla de ADN, dNTPs, enzima polimerasa, buffer de 
reacción, magnesio y oligonucleótidos. Para este último com-
ponente, resulta indispensable el previo análisis y diseño, ya 
que deberán presentar características que permitan su correcto 
funcionamiento. Gracias a la existencia de plataformas bioin-
formáticas esta tarea se facilita. Diversas variantes como PCR 
anidada, múltiple, touchdown, RT-PCR, qPCR y RACE, han 
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sido desarrolladas con el objetivo de mejorar algunas características como 
sensibilidad y especificidad además de aumentar las aplicaciones.

Introducción 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR; por sus siglas en inglés) es una 
técnica de biología molecular que permite amplificar in vitro una gran cantidad 
de fragmentos de ADN específicos a partir de un molde. En esta técnica se apro-
vecha, aunque con ciertas diferencias, el principio de la replicación de ADN, 
donde, por medio de la exposición a ciclos de diferentes temperaturas y con 
reactivos como dNTPs, ADN molde, oligonucleótidos, buffer y una polimerasa, 
se sintetizan nuevas cadenas de ADN logrando obtener millones de copias.

Kary B. Mullis desarrolló esta técnica a mediados de los 80s del siglo 
pasado tomando en cuenta estudios sobre el uso de oligonucleótidos para la 
síntesis de nuevas cadenas de ADN. Gracias a esto, Mullis ganó el premio no-
bel de química en 1993.

La PCR se caracteriza por su rapidez, facilidad, especificidad, sensibili-
dad y fiabilidad. Gracias a su gran variedad de aplicaciones, resulta de gran 
importancia en laboratorios de investigación. Particularmente, en biotecnolo-
gía vegetal, sus aplicaciones incluyen la identificación, secuenciación y análisis 
de expresión de genes, detección de patógenos, análisis de mutaciones y poli-
morfismos, entre otras.

Componentes para la PCR

Como ya se mencionó, la PCR utiliza una metodología similar a la replicación, 
sin embargo, la síntesis in vivo de ADN depende de varias enzimas y cofacto-
res, mientras que in vitro se utiliza un conjunto de componentes expuestos a 
diferentes temperaturas. Estos componentes se presentan a continuación:

-	 ADN: Sirve como molde para generar las copias de un fragmento espe-
cífico. Puede ser de cualquier organismo y de cualquier tipo (genómico, 
complementario, plasmídico, etc.).
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-	 dNTPs: Es una mezcla de los cuatro desoxinucleótidos trifosfatos libres 
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP) que serán utilizados para la síntesis del 
fragmento de ADN.

-	 Enzima ADN polimerasa: Se encarga de la síntesis de la nueva cadena 
por medio de los dNTPs con base en la cadena molde. Actualmente, entre 
las enzimas más utilizadas se encuentran la Taq y la Pfu, obtenidas de la 
bacteria Thermus aquaticus y la arquea Pyrococcus furiosus, respectiva-
mente. Estas enzimas se utilizan por ser termoestables, ya que mantienen 
su actividad durante la reacción a pesar de las altas temperaturas a las que 
son sometidas.

-	 Buffer de reacción: Provee la fuerza iónica y mantiene el pH de la solu-
ción durante la reacción.

-	 Magnesio: Es un cofactor de la polimerasa, generalmente provisto como 
MgCl2 o MgSO4. La concentración de este elemento tiene un efecto sobre 
la especificidad de la reacción por lo que debe ser optimizada.

-	 Oligonucleótidos: También llamados cebadores o iniciadores. Son frag-
mentos cortos de ADN de una sola cadena complementarios a la hebra 
molde. Limitan el fragmento a amplificar y aportan el grupo 3´OH para 
que la polimerasa inicie su actividad. Estos deben ser específicos al am-
plicón que se desea obtener, por lo cual, es necesario llevar a cabo un 
análisis para su diseño.

Diseño de oligonucleótidos

El diseño de oligonucleótidos es un paso fundamental, ya que, de él dependerá 
el éxito de la PCR. De acuerdo con diversos autores los parámetros varían li-
geramente, pero de forma general, los oligonucleótidos deben cumplir con las 
siguientes características:

-	 Longitud: Esta característica influye en la especificidad; a mayor tama-
ño más específico, sin embargo, oligonucleótidos muy largos dan como 
resultado una lenta hibridación. Generalmente el tamaño va de 18 a 24 
nucleótidos de longitud.

-	 Temperatura de fusión (Tm): Es la temperatura en la cual el 50% del 
ADN bicatenario se desnaturaliza. Es recomendable una Tm de 55 a 60 
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°C con una diferencia máxima de 5 °C entre ambos oligonucleótidos. El 
cálculo preciso de este parámetro se realiza por medio del modelo ter-
modinámico del vecino más cercano, sin embargo, una fórmula simple 
para el cálculo de este parámetro con oligonucleótidos de 20 nucleótidos 
o menos es la siguiente:

Tm ≈ 4 (G + C) + 2 (A + T)

Por medio de este parámetro es posible estimar la temperatura de alinea-
miento, frecuentemente calculada a 5 °C por debajo de la Tm, aunque, el 
valor óptimo debe ser obtenido experimentalmente.

Ta ≈ Tm - 5 °C

-	 Contenido de G y C: Influye directamente en la Tm de los oligonucleóti-
dos. Se recomienda un porcentaje de G y C del 45 al 60 %.

-	 Presencia de 2 a 3 G o C dentro de los últimos 5 nucleótidos: Una de estas 
C o G debe estar en el extremo 3´. Esto ayuda a la unión específica de los 
oligonucleótidos.

-	 Especificidad: Los oligonucleótidos utilizados deben ser específicos al 
gen de interés, buscando regiones no conservadas con otros genes para 
evitar amplificaciones no deseadas.

-	 Longitud del amplicón: Para la PCR convencional la longitud recomen-
dada es de alrededor de 500 pb. Para una PCR en tiempo real el fragmento 
recomendado es de 70 a 200 pb, además, cuando este tipo de PCR se 
utiliza para análisis de expresión, es recomendable que cada uno de los 
oligonucleótidos hibriden en un exón diferente, y de ser posible, en la 
unión de dos exones para evitar la amplificación no deseada de ADN.

Adicionalmente, debe evitarse la complementariedad entre oligonucleó-
tidos, repeticiones consecutivas de dos nucleótidos (por ejemplo, ATATAT) y 
repetición de 4 veces o más el mismo nucleótido con el fin de evitar la forma-
ción de dímeros o estructuras secundarias.

Es importante señalar que por medio de los oligonucleótidos es posible 
agregar una secuencia corta en los extremos 5´ o 3´ del amplicón, por ejemplo, 
sitios de restricción. Para esto, además de la secuencia de reconocimiento de 
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la enzima, es necesario agregar de 3 a 6 nucleótidos extra hacia el extremo 5´ 
para permitir el correcto anclaje de la enzima de restricción para el corte.

Para el diseño de oligonucleótidos, existe una gran variedad de progra-
mas o plataformas informáticas que facilitan la tarea. Entre estas se encuentran 
PrimerSelect de DNAStar, FastPCR, Primer designing tool de NCBI [https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/], Primer3Plus [http://www.bioin-
formatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi] y PCR Primer Design Tool 
[https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/pcr-primer-design/].

Proceso de la PCR 

Una PCR se basa en la repetición de ciclos de tres etapas: 1) desnaturalización, 
2) alineamiento y 3) extensión. La temperatura y tiempo de cada una de estas 
etapas dependerá del amplicón, de los oligonucleótidos y del kit utilizado.

La desnaturalización consiste en la separación de las dos cadenas de ADN 
por el rompimiento de los puentes de hidrógeno que las unen. En este paso, la 
mezcla de reacción se lleva a una temperatura de 94 o 95 °C.

En el alineamiento, los oligonucleótidos se hibridan a cada una de las ca-
denas previamente separadas. Aquí, la temperatura juega un papel importante 
en la eficiencia de amplificación y de ella depende la especificidad de la reac-
ción: a mayor temperatura, mayor especificidad. En esta etapa, la temperatura 
varía entre 40 y 60 °C de acuerdo con la secuencia de los oligonucleótidos 
utilizados.

Por último, la extensión es el proceso en el que la polimerasa genera una 
nueva cadena en dirección 5´ a 3´ a partir de los oligonucleótidos al unir los 
dNTPs. Este proceso se lleva a cabo a una temperatura de alrededor de 72 °C 
con una duración variable de acuerdo con la enzima y la longitud del ampli-
cón. En la Figura 8.1 se muestra un esquema de un ciclo de PCR.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/pcr-primer-design/
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Figura 8.1. Esquema de un ciclo de PCR donde se muestran las tres etapas que lo componen: 
desnaturalización, alineamiento y extensión.

Por cada ciclo de la PCR se aumenta exponencialmente el número de copias 
del gen (durante el primer ciclo se obtienen dos copias, durante el segundo ciclo 
se obtienen cuatro copias, durante el tercero se obtienen ocho copias y así sucesi-
vamente), por lo que, después de 30 ciclos, es posible obtener más de mil millones 
de copias del fragmento por cada molde de ADN de doble cadena inicial.

Entonces, una PCR convencional o también llamada PCR punto final, 
consiste en la repetición de alrededor de 30 ciclos (comúnmente entre 25 y 40 
ciclos) de estas tres etapas, en la que, además se adiciona una desnaturalización 
inicial previa a los ciclos para asegurar la separación de las hebras de ADN, y 
una extensión final después de los mismos, para garantizar la completa exten-
sión de los amplicones. Para esto, se utiliza un equipo llamado termociclador 
que permite mantener diferentes temperaturas durante periodos controlados.

Tipos de PCR más utilizados  

Se han realizado algunas modificaciones a esta técnica, lo que ha dado como 
resultado el desarrollo de diversas variantes de la PCR, aumentando así, sus 
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aplicaciones y mejorando sus características. Algunas de estas variantes se pre-
sentan a continuación.

PCR anidada

Este tipo de PCR consiste en dos reacciones por separado, cada una, con un 
par de oligonucleótidos diferente. En la primera reacción, se utiliza un par 
de oligonucleótidos denominados externos para amplificar una secuencia 
de ADN de interés. El producto que se obtiene se toma como molde para la 
segunda amplificación, donde se utiliza el segundo par de oligonucleótidos 
(internos) para obtener un fragmento dentro del primer amplicón. De esta 
forma se obtiene mayor especificidad y sensibilidad en el producto final. En la 
Figura 8.2 se muestra un esquema de esta técnica.

Figura 8.2. Esquema de PCR anidada. A) Se muestra una plantilla de ADN, a partir de la 
cual, con el par de oligonucleótidos externos (flechas color verde) se amplifica un fragmento 
de 654 pb; este amplicón es utilizado en una segunda reacción con el par de oligonucleótidos 
internos (flechas color rojo) que dan como resultado un fragmento de 326 pb que se encuen-
tra dentro de la región del primer amplicón. B) Representación de la electroforesis de la PCR 

anidada, en el carril 1 se muestra la amplificación con los oligonucleótidos externos, en el 
carril 2 se muestra la amplificación obtenida con los oligonucleótidos internos.

MPMBA 1 2

3000 pb

1500 pb

1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

ADN

326 pb

654 pb

2ª PCR

1ª PCR

Oligonucleótidos
externos

Oligonucleótidos
internos



202

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Cabe mencionar que cuando se utiliza ARN como molde, este debe ser 
convertido a ADN complementario (ADNc); proceso donde actúa la transcrip-
tasa reversa (este proceso se explica más adelante en el apartado de RT-PCR). 
Cuando se utiliza ADNc la técnica recibe el nombre de RT-PCR anidada.

La PCR anidada ha sido ampliamente utilizada para la identificación de 
patógenos de plantas como hongos, bacterias, virus y fitoplasmas.

Un ejemplo de esta técnica es la detección temprana de Alternaria car-
thami, hongo que produce la enfermedad de la mancha foliar (una de las 
principales enfermedades de cultivos como el cártamo), con el fin de establecer 
medidas para restringir su transmisión y proliferación. Para esto, en la prime-
ra amplificación se han utilizado oligonucleótidos universales (externos) que 
se unen a ITS, mientras que en la segunda amplificación, los oligonucleótidos 
(internos) son específicos de la especie. Así mismo, se han identificado otros 
organismos fitopatógenos como Ralstonia solanacearum en papa, Pilidiella 
granati en granada, entre muchos otros que representan un grave problema en 
el cultivo de diversas especies vegetales.

PCR múltiple

Este tipo de PCR surgió como una variante de la PCR convencional para ob-
tener por medio de una sola reacción diferentes amplicones objetivo. Para 
llevarla a cabo, es necesario el uso de más de un par de oligonucleótidos en 
una única reacción y puede utilizarse una o varias plantillas. Las ventajas que 
presenta este tipo de PCR son el ahorro de tiempo y reactivos y menor canti-
dad de muestra necesaria, además, es útil para genes muy grandes donde se 
requiere obtener amplicones de varias regiones dentro del mismo gen. Una 
desventaja de este tipo de PCR es que se ve reducida la sensibilidad en compa-
ración con una PCR simple. En la Figura 8.3 se muestra un esquema del uso 
de esta técnica con tres pares de oligonucleótidos.
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Figura 8.3. Esquema de PCR múltiple. A) Se muestra una plantilla de ADN, a partir de la cual, 
con tres pares de oligonucleótidos (flechas color verde indican par 1, flechas color beige indican 
par 2 y flechas color rojo indican par 3) se amplifican tres fragmentos de longitudes de 682, 419 
y 351 pb, respectivamente. B) Representación de la electroforesis de la PCR múltiple, en el carril 
1 se encuentra la muestra con la PCR múltiple donde se utilizaron los tres pares de oligonucleó-

tidos en una sola reacción, en los carriles 2, 3 y 4 se observan las muestras de PCR individual 
con cada uno de los tres pares de oligonucleótidos. 

La PCR múltiple tiene aplicaciones en el genotipado mediante marcado-
res moleculares, en la detección de organismos genéticamente modificados y 
en la detección de patógenos en plantas.

Por ejemplo, esta técnica se ha utilizado en el genotipado de microsatéli-
tes de algunas especies de roble, así como en especies de la familia Salicaceae. 
En cuanto a la identificación de fitopatógenos, se ha aplicado en la detección 
simultanea de tres especies de hongos del género Phytophthora en plantacio-
nes de kiwi mediante oligonucleótidos específicos al gen Ypt1 para cada una 
de las especies. Por último, en la identificación de organismos genéticamente 
modificados, se han utilizado eficiente y simultáneamente oligonucleótidos 
específicos al promotor 35S, al terminador NOS y al gen epsps en maíz y soya, 
además de proponerse su utilidad en otras especies vegetales.

MPM
BA

1 32 4

3000 pb

1500 pb

1000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

351 pb419 pb682 pb

Par 3Par 2Par 1



204

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

RT-PCR

La PCR con transcriptasa reversa o RT-PCR consiste en la síntesis de ADNc 
a partir de ARNm. Esta reacción se lleva a cabo por medio de la enzima 
transcriptasa reversa capaz de retrotranscribir el ARNm a ADN. Para esto, 
se pueden utilizar tres tipos de oligonucleótidos: oligo dT, oligonucleótidos 
aleatorios u oligonucleótidos específicos.

El oligo dT consiste en una secuencia de 12 a 18 desoxitimidinas que se 
unen a la cola de poliA del ARNm por lo que se obtiene el ADNc completo. 
Para el uso de este oligonucleótido es necesario que el ARNm no se encuentre 
degradado.

Los oligonucleótidos aleatorios son secuencias cortas generalmente de 
seis bases en orden aleatorio. Estos pueden mejorar la síntesis de ADNc debi-
do a que pueden unirse a cualquier sitio dentro del ARNm incluso degradado, 
siempre que este sea complementario, sin embargo, no produce la misma efi-
ciencia para todos los objetivos de la muestra.

Los oligonucleótidos específicos son diseñados a partir de secuencias co-
nocidas para obtener en un solo paso el gen de interés a partir de ARNm. Este 
es el método de mayor especificidad y sensibilidad, sin embargo, la cantidad 
de ARNm puede ser un factor limitante.

En la Figura 8.4 se presenta un esquema donde se observa la diferencia 
del amplicón que se obtiene de una PCR convencional utilizando como plan-
tilla una muestra de ADN y ADNc (después de realizar RT-PCR).
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Figura 8.4. Esquema de PCR convencional diferenciando el uso de plantilla de ADN y ADNc. 
A) Se muestra el proceso donde el ADN, compuesto por dos exones separados por un intrón, 
es transcrito a ARNm, y este, es retrotranscrito a ADNc mediante RT-PCR utilizando un oligo 
dT. A partir de la plantilla de ADN, al amplificar mediante un par de oligonucleótidos especí-
ficos (diseñados en los exones), se obtiene un fragmento de 743 pb, mientras que, si la plantilla 

utilizada es ADNc, con los mismos oligonucleótidos se obtiene un fragmento de 576 pb. La 
diferencia de tamaño entre estos amplicones se debe a la ausencia del intrón en el ADNc. B) 

Representación de la electroforesis de la PCR realizada utilizando como plantilla ADN y ADNc, 
donde se observa la diferencia de tamaño, en el carril 1 se muestra la amplificación a partir de 

ADN, en el carril 2 se muestra la amplificación a partir de ADNc.

Por medio de este tipo de PCR (en algunos casos con algunas modifica-
ciones, por ejemplo, el uso de oligo dT modificado) se sintetiza ADNc que es 
utilizado para la PCR cuantitativa, para la construcción de librerías de ADNc 
y el análisis de splicing alternativo.

Se han construido librerías de diversas especies de plantas bajo diferentes 
condiciones con el fin de identificar la respuesta de genes que ayuden al mejo-
ramiento vegetal. Por ejemplo, el tabaco es una planta con gran capacidad de 
acumulación y tolerancia al cadmio, por lo que ha sido utilizada como planta 
fitorremediadora. Por ello, se han construido librerías de ADNc de la planta 
bajo condiciones de estrés por este metal para identificar genes involucrados 
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y así, poder generar plantas con mejores características. También existen mu-
chos estudios con diferentes tipos de plantas y condiciones como estrés por 
sequía, salinidad y altas y bajas temperaturas para dilucidar el mecanismo de 
respuesta con el fin de obtener cultivos mejorados.

PCR en tiempo real o cuantitativa

La qPCR, PCR cuantitativa o PCR en tiempo real permite cuantificar la cantidad 
de copias de ADN presentes en una muestra. Es ampliamente utilizada debido 
a su sensibilidad, reproducibilidad y precisión. Durante la reacción se detecta 
por medio de fluorescencia, la cantidad de producto de PCR obtenido tras cada 
ciclo, lo que permite calcular la cantidad de cadenas de ácidos nucleicos. Uno de 
los fluorescentes más utilizados es SYBR Green que al unirse a ADN bicatenario 
y ser excitado emite fluorescencia. Una desventaja de este colorante es que puede 
unirse a cualquier producto bicatenario incluyendo dímeros de oligonucleóti-
dos. Debido a esto, se ha recomendado el uso de sondas fluorogénicas TaqMan, 
ya que por la forma en que funcionan presentan mayor especificidad. El equipo 
que se utiliza es un termociclador de PCR en tiempo real capaz de excitar al co-
lorante, medir la señal que emite y realizar el análisis cuantitativo.

En esta técnica se utilizan al menos dos pares de oligonucleótidos en di-
ferentes reacciones: un par específico al gen de interés, los demás a genes de 
referencia.

El gen de referencia cumple la función de normalizar la expresión del gen 
diana y se caracteriza por tener una única copia dentro del genoma, expresarse 
de forma constitutiva y no presentar variación en diferentes tejidos y etapas 
fisiológicas. Es recomendable usar más de un gen de referencia para disminuir 
el error en el análisis de la expresión, ya que se ha demostrado que ciertos ge-
nes utilizados presentan variación en su expresión bajo diferentes condiciones 
experimentales. Algunos de los genes de referencia más utilizados son Glice-
raldehído-3-fosfato deshidrogenasa, gen codificante a la subunidad ribosomal 
18S, ubiquitina, β-actina y β-tubulina. Para determinar si un gen es adecuado 
debe validarse su uso como gen de referencia para cada especie.

La PCR en tiempo real ha sido ampliamente utilizada para cuantificar la 
expresión de genes bajo diversas condiciones, determinar el número de copias 
de genes y transgenes y detectar patógenos.
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Un ejemplo es la cuantificación del número de copias de un péptido na-
triurético de plantas (PNP) en ajo. Para ello, se utilizaron oligonucleótidos 
específicos de este gen, mientras que, para el gen de referencia, se utilizaron 
oligonucleótidos específicos a actina. Además, esta técnica ha sido utilizada 
para cuantificar la expresión de genes implicados en la respuesta de defensa de 
las plantas y desarrollar estrategias de mejoramiento y control, por ejemplo, 
se ha cuantificado la expresión de genes como PR1, ERF1, CH5b, HPL, GSTa, 
entre otros, durante la interacción de frijol con Rhizoctonia solani (hongo 
que causa enfermedad de raíz e hipocótilos) y Trichoderma velutinum (usado 
como control biológico de enfermedades fúngicas).

PCR touchdown

Es una técnica que permite el aumento de la sensibilidad, rendimiento y espe-
cificidad de la reacción, facilitando la amplificación de fragmentos difíciles y 
en reacciones donde se sospecha que la secuencia de los oligonucleótidos no 
es totalmente complementaria a la cadena molde. En esta, en el ciclo inicial, la 
temperatura de alineamiento es alrededor de 10 °C arriba de la Tm calculada 
y conforme avanzan los ciclos, esta temperatura va disminuyendo de 1 a 2 °C 
cada ciclo durante 10 a 15 ciclos hasta llegar de 2 a 5 °C debajo de la Tm cal-
culada, a partir del cual, se continúa con 20 o 25 ciclos manteniendo la misma 
temperatura de alineamiento.

RACE

La amplificación rápida de extremos de ADNc (RACE por sus siglas en inglés) 
es una técnica utilizada para obtener un fragmento de secuencia desconocida 
a partir de una región conocida. Por medio de este proceso es posible obte-
ner la secuencia completa de ADNc de un gen, a partir de solo un fragmento 
conocido. Existen dos tipos de reacción dependiendo del extremo que se des-
conozca de la secuencia: 5´ RACE y 3´ RACE.

En el 3´ RACE se puede obtener la secuencia desconocida hacia el ex-
tremo 3´. Esto es posible mediante el uso del fundamento de la RT-PCR con 
oligo dT, para lo cual, se aprovecha la cola de poliA del ARNm. En esta técnica 
se sintetiza por transcripción reversa el ADNc mediante un oligo dT unido a 
una secuencia adaptadora. Después, se utiliza un oligonucleótido específico 
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de la región conocida y otro a la secuencia adaptadora y por medio de PCR se 
obtiene la región intermedia entre ambos oligonucleótidos.

En el 5´ RACE se puede obtener la secuencia desconocida hacia el extremo 
5´. Aquí, se utiliza ARNm y un oligonucleótido específico a la región conoci-
da en antisentido, a partir del cual se sintetiza el ADNc. Una vez obtenido, se 
elimina el ARNm, los dNTPs y oligonucleótidos no incorporados y se agrega 
una enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) capaz de agregar nu-
cleótidos sin necesidad de un molde, y alguno de los 4 dNTPs para agregar una 
cadena homopolimérica al extremo 3´ del ADNc. Posteriormente, se realiza una 
PCR con un oligonucleótido que se alinea al extremo 3´del primer oligonucleó-
tido utilizado y uno complementario a la región homopolimérica.

Un ejemplo del uso de la técnica 3´ RACE es la obtención de la secuencia 
de un nuevo gen del factor de transcripción NAC en trigo para predecir la pro-
teína a la que codifica, así como sus dominios y motivos para determinar su 
papel en el desarrollo y bajo condiciones de estrés biótico y abiótico.

Protocolos

En el laboratorio de Biología Molecular de plantas de la Universidad Autó-
noma de Aguascalientes se identificó una dehidrina en maíz (Zea mays L.) 
por medio de PCR. Estas proteínas son parte del grupo de las proteínas LEA 
(Late Embryogenesis Abundant), las cuales, son intrínsecamente desordena-
das y cumplen una función como protectoras de estructuras celulares. Las 
dehidrinas se caracterizan por la presencia de regiones conservadas llamadas 
segmentos K, Y, S y F y regiones ricas en histidinas. Se clasifican en 5 grupos 
de acuerdo con la presencia y disposición de estas regiones. 

Se ha visto que estas proteínas responden ante condiciones de estrés abió-
tico, tales como altas y bajas temperaturas, salinidad y sequía, brindando a la 
planta una mayor tolerancia a condiciones adversas. La condición estresante bajo 
la cual se expresan los genes codificantes para  dehidrinas depende de su tipo.

Debido a esto, es importante la identificación y clasificación de los genes 
que codifican a estas proteínas en diversas especies vegetales, determinando 
las condiciones bajo las cuales, se aumenta su expresión. Una vez identificada 
esta característica, es posible sobreexpresarlas en plantas de interés para au-
mentar su tolerancia a un tipo de estrés especifico.
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Para esto, primero se realizó la búsqueda de secuencias codificantes a 
dehidrinas en maíz. En la base de datos de Phytozome [https://phytozome.jgi.
doe.gov/] se seleccionó una de ellas [número de acceso Zm00008a031183] y 
se nombró ZmDHN.

Esta secuencia es de 1075 pb y codifica a una proteína del tipo YSK3, es 
decir, tiene un segmento Y, un segmento S y tres segmentos K (Figura 8.5). De 
acuerdo con diversos estudios, este gen podría ser inducido por deshidrata-
ción y ácido abscísico.

Figura 8.5. Secuencia de dehidrina ZmDHN reportada en Phytozome. El segmento Y se 
encuentra subrayado; en el recuadro con líneas diagonales se encuentra resaltado el segmento 

S; en el recuadro blanco se encuentra resaltado el intrón; en el recuadro gris se encuentran 
resaltados los segmentos K.

Esta secuencia contiene dos exones separados por un intrón de 103 pb. 
El primer exón contiene una secuencia codificante de 603 pb y el segundo de 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
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369 pb. Con el fin de obtener una secuencia a partir de la cual sea posible di-
señar oligonucleótidos de PCR en tiempo real, se diseñaron oligonucleótidos 
que amplifiquen parte de los dos exones. El diseño se realizó por medio de la 
plataforma bioinformática de NCBI, agregando parámetros como el tamaño 
de amplicón, la Tm de los oligonucleótidos y la región donde hibriden ambos 
oligonucleótidos (Figura 8.6).

Figura 8.6. Plataforma de NCBI para el diseño de oligonucleótidos.

Las condiciones del par de oligonucleótidos seleccionado se muestran en 
la tabla 8.1.

Tabla 8.1. Características de los oligonucleótidos seleccionados.

Oligonucleótido Secuencia Longitud Tm %GC Longitud 
del amplicón

FZmDHN GCCATCGGAATGCTTGACAC 20 pb 59.90 55
531

RZmDHN TGCTGATGCTGGTCGTAGTC 20 pb 59.83 55

Una vez sintetizados los oligonucleótidos se llevó a cabo la PCR con el 
programa de la tabla 8.2.
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Tabla 8.2. Programa de PCR.

Paso Temperatura Tiempo Número de ciclos
Desnaturalización inicial 94°C 3 min 1
Desnaturalización 94°C 45 s

30Alineamiento 56°C 30 s
Extensión 72°C 1 min
Extensión final 72°C 10 min 1

La PCR se verificó por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1% 
y se visualizó bajo luz ultravioleta en un fotodocumentador DyNA Light Dual 
Intensity UV de Labnet. Se obtuvo un amplicón de aproximadamente 500 pb 
(Figura 8.7).

Figura 8.7. Electroforesis en gel de agarosa del amplicón obtenido del gen parcial de la dehidrina 
ZmDHN. MPM, Marcador de peso molecular 1 Kb (Promega); ZmDHN, dehidrina de maíz.

Hasta este punto se realizó la parte experimental de este protocolo, sin 
embargo, a continuación se puede realizar la secuenciación del amplicón ob-
tenido para confirmar que se trata de la dehidrina deseada. Posterior a esto, se 
puede llevar a cabo el diseño de oligonucleótidos para PCR en tiempo real con 
el fin de analizar su expresión bajo diferentes condiciones y corroborar si solo 
se expresa bajo déficit hídrico o también bajo diferentes condiciones como 
temperatura, salinidad, etc.

500 pb––

ZmDHNMPM
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Finalmente, cabe mencionar que esta investigación puede ser utilizada 
para el mejoramiento genético de plantas con el fin de obtener especies con 
características deseadas como mayor tolerancia a diversos tipos de estrés.

Abreviaturas

A: adenina
ADN: ácido desoxirribonucleico
ADNc: ácido desoxirribonucleico complementario
ARN: ácido ribonucleico
ARNm: ácido ribonucleico mensajero
C: citosina
dATP: desoxiadenosina trifosfato
dCTP: desoxicitidina trifosfato
dGTP: desoxiguanosina trifosfato
dTTP: desoxitimidina trifosfato
G: guanina
ITS: internal transcribed spacer (espaciador interno transcrito)
MgCl2: cloruro de magnesio
MgSO4: sulfato de magnesio
pb: pares de bases
PCR: polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa)
PNP: péptido natriurético de plantas
RACE: rapid amplification of cDNA ends (amplificación rápida de los extre-

mos de ADNc)
T: timina
U: uracilo

Glosario

Ácidos nucleicos: macromoléculas compuestas por nucleótidos unidos por 
enlaces fosfodiéster. Existen dos tipos: ADN y ARN.

ADN: material genético que almacena toda la información de los organismos 
vivos y algunos virus.
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ADN complementario: ADN obtenido a partir de ARNm por medio de una 
retrotranscriptasa.

ADN genómico: ADN contenido en los cromosomas que almacena la infor-
mación genética de cada organismo.

ADN plasmídico: ADN circular que puede encontrarse en bacterias y se repli-
ca y transcribe independientemente del ADN cromosómico.

Amplicón: conjunto de copias de un fragmento de ADN obtenido a partir de 
PCR.

Electroforesis: técnica para separar moléculas de ADN, ARN o proteínas de 
acuerdo con su tamaño y carga por medio de un campo eléctrico.

Enzima: proteína catalizadora de reacciones químicas.
Exón: región del gen codificante a proteína que se mantiene en el ARNm ma-

duro después del proceso de splicing.
Gen: región de ADN que contiene la información necesaria para la síntesis de 

ARNm y proteínas.
Genoma: secuencia de ADN completa de un organismo.
Genotipado: estudio de la diversidad genética para identificar variaciones en 

el genoma entre individuos.
Intrón: región del gen no codificante a proteína que es eliminado durante el 

proceso de splicing.
Librería de ADNc: colección de secuencias de ADNc clonadas que son ob-

tenidas a partir de ARNm mediante retrotranscripción por lo que solo 
representa la región codificante a proteínas.

Mutación: cambio en la secuencia de ADN o ARN de un organismo provo-
cado por un error en la replicación o por la exposición a algún factor o 
agente mutágeno.

Nucleótido: molécula formada por una de las bases nitrogenadas (A, G, C o 
T para ADN y A, G, C o U para ARN), una pentosa y un grupo fosfato.

Organismo genéticamente modificado: organismo cuyo material genético ha 
sido modificado.

Polimorfismo: presencia de variantes de una secuencia específica de ADN en 
una población.

Sitio de restricción: secuencia de ADN que puede ser reconocida y cortada por 
una endonucleasa específica.

Splicing: proceso de maduración del ARNm donde se eliminan los intrones y 
se unen los exones. Comúnmente se le conoce como corte y empalme.
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Splicing alternativo: proceso en el que un gen puede generar diversas isoformas 
de ARNm debido al diferente orden en que se pueden unir los exones.
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Resumen 

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) forman parte impor-
tante del sistema inmunitario innato de todos los seres vivos. 
Son antibióticos de origen peptídico y constituyen la primera 
línea de defensa del organismo. En plantas estos compuestos se 
sintetizan para resistir el estrés causado por el ataque de algún 
depredador o patógeno y suelen ser efectivos en la inhibición 
de agentes potencialmente dañinos. Esta característica los ha 
vuelto atractivos para ser utilizados como una alternativa a los 
antibióticos convencionales ya que difícilmente los patógenos 
muestran resistencia hacia estos compuestos. No obstante, el 
aislamiento a partir de fuentes naturales es un proceso laborio-
so y lento, por lo que se suele realizar la síntesis química que, 
aunque muy eficiente, es un proceso complejo y costoso. Por 
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lo que tampoco es una vía ideal para la producción de péptidos a gran escala. 
Una opción viable es la tecnología del DNA recombinante que comparada con 
la síntesis química resulta ser escalable, accesible y con la capacidad de produ-
cir PAMs efectivos. Dentro de las plataformas de expresión de estos péptidos 
podemos mencionar Escherichia coli, levaduras como Pichia pastoris y una 
gran diversidad de plantas como Nicotiana tabacum. Esta tecnología hace po-
sible la obtención de PAMs efectivos y a gran escala.

Introducción  

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son componentes indispensables de los 
mecanismos de defensa innatos de los seres vivos. Son la primera línea de 
defensa constitutiva inducida por una infección de agentes nocivos, detenien-
do a la mayoría de las infecciones antes de que causen algún daño celular o 
síntoma. Estructuralmente los PAMs son oligopéptidos de entre 2 a 9 kDa, 
con una longitud de 10-50 residuos de aminoácidos. Presentan una estructura 
helicoidal de naturaleza catiónica y anfipática o hidrofóbica, lo que facilita la 
interacción inicial con la membrana bacteriana que está cargada negativamen-
te, dañándola y provocando la muerte celular, además estos péptidos muestran 
un amplio espectro de actividad contra bacterias, hongos, virus y parásitos 
eucariotas.

Hasta la fecha, más de 5,000 PAMs han sido descubiertos o sintetizados. 
Tanto procariotas como eucariotas pueden sintetizar PAMs de manera natu-
ral. A diferencia de los antibióticos convencionales, que en general, se dirigen 
hacia una enzima y pueden selectivamente inducir resistencia, los PAMs inhi-
ben microorganismos principalmente por mecanismos de formación de poros 
dirigidos a la membrana, un mecanismo que es inherentemente más difícil 
para que estos desarrollen algún tipo de resistencia.

PAMs reportados en plantas

Las plantas son seres vivos inmóviles que al igual que otros organismos son 
vulnerables a infecciones microbianas. Estas han evolucionado y desarrolla-
do eficaces sistemas de defensa contra patógenos. Estas medidas de defensa 
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incluyen barreras físicas contra su penetración y propagación, como capas ce-
rosas de cutículas y tricomas, y barreras químicas para inhibir el crecimiento 
y desarrollo de patógenos, como sistemas complejos de reconocimiento celu-
lar, redes intrincadas de fitohormonas, innumerables vías transcripcionales, 
diversas proteínas y metabolitos secundarios. Entre las moléculas de defen-
sa de las plantas, los PAMs son una de las barreras químicas más comunes 
que las plantas han desarrollado para resistir el estrés biótico. La síntesis de 
PAMs ocurre a nivel sistémico en casi todas las partes de una planta durante 
cualquier etapa de su vida. Por ejemplo, las semillas de la planta de rábano 
producen continuamente PAMs pertenecientes a la familia de las defensinas. 
Durante la germinación de estas semillas, la producción de defensinas aumen-
ta significativamente para ayudar a proteger las plántulas contra los patógenos. 

Estos PAMs han sido el foco de interés en investigación para comprender 
su relación e interacción con patógenos de plantas, patógenos del deterioro de 
alimentos e incluso la salud humana. Patógenos importantes como Pythium 
graminicola, Botrytis cinerea, Verticillium dahliae y Aspergillus niger son or-
ganismos con capacidad de afectar cultivos, pero que han sido inhibidos con 
éxito por los PAMs sintetizados y extraídos del arroz, tubérculos de papa, 
amaranto, chicharos, etc. Por su parte el péptido de tionina producido por 
Arabidopsis thaliana es efectivo inhibidor contra los patógenos comunes como 
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Mientras que el péptido clasificado 
como ciclotido sintetizado por la planta Viola odorata es efectivo contra Kle-
bsiella pneumoniae. Se ha reportado el aislamiento de un buen número de 
PAMs sintetizados por plantas, los cuales se enlistan en la tabla 9.1. 
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Tabla 9.1. Péptidos antimicrobianos de origen vegetal

Fuente Nombre Tipo Características Actividad

Raphanus 
sativus

Rs-AFP1

Defensina

Péptidos altamente básicos, 
ricos en residuos de cisteína; 
pesos moleculares de 5 kDa; 
Contienen carga neta de +4 y +6, 
respectivamente.
Motivo αβ estabilizado con cisteína 
típico de las defensinas vegetales

Antifúngico
(Zygosaccharomyces bailii)Rs-AFP2

Medicago 
sativa

MsDef1

Defensina

Una región conservada de dos 
hebras beta antiparalelas con un 
bucle interpuesto que contiene una 
carga catiónica. La carga neta para 
MsDef1 es +3 y +6 para MtDef4

Antifúngico 
(Fusarium graminearum)MtDef4

Impatiens 
balsamina 

IbAMP1 Defensina

Péptido altamente básico. Contiene 
cuatro residuos de cisteína que 
forman dos enlaces disulfuro 
intramoleculares. Contiene una 
carga neta de +5

Antibacteriano 
(Escherichia coli, 
Salmonella
enterica, Pseudomonas 
aeruginosa)

Vigna 
unguiculata

Cp-thionin II Defensina

La conformación se estabiliza 
mediante cuatro enlaces disulfuro 
entre los residuos de cisteína. 
Contiene una carga neta de +8

Antifúngico 
(Fusarium culmorum, 
Aspergillus niger, 
Penicillium expansum)

Tulipa 
gesneriana

Tu-AMP 1 Tionina

Péptido rico en cisteína y 
aminoácidos básicos (arginina y 
lisina). Péptido monocatenario que 
contiene cuatro enlaces disulfuro Antimicrobiano 

(Fusarium oxysporum 
y Curtobacterium 
flaccumfacien)

Tu-AMP 2 Tionina

Péptido rico en cisteína y 
aminoácidos básicos (arginina y 
lisina). Péptido con una estructura 
única; es un heterodímero con 
cadena α y β

Triticum 
aestivum

β-Purotionina 
de trigo

Tionina
Péptido que contiene 8 cisteínas 
y 10 residuos básicos. 4 enlaces 
disulfuro están presentes

Antibacterial 
(Corynebacterium 
michiganense, 
Xanthomonas campestris)

Arabidopsis 
thaliana

Tionina 2.4 Tionina

Un péptido de 5 kDa con 3 
enlaces disulfuro presentes en su 
secuencia. Contiene una carga neta 
de +1

Antifúngico 
(Fusarium graminearum)
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Fuente Nombre Tipo Características Actividad

Medicago 
sativa

MsSN1 Snakina
MsSN1 contiene 12 residuos de 
cisteína con una region conservada 
al extremo C-terminal

Antifúngico 
(Phytophthora 
medicaginis) 

Ziziphus 
jujuba

Snakin-Z Snakina
Un péptido conformado por 
31 amino acidos con un peso 
molecular de 3.318 kDa

Antibacteriano 
(Staphylococcus aureus)

Viola odorata
Cycloviolacin 
O2

Ciclotido

Los péptidos consisten en una 
columna vertebral circular y 
3 puentes disulfuro que están 
dispuestos en forma de nudo. Los 
péptidos contienen una carga neta 
de +2

Antibacteriano 
(Salmonella y E. coli)

Mirabilis 
jalapa

Mj-AMP1 Knotina

Los péptidos son muy básicos 
y contienen 3 puentes disulfuro 
dentro sus estructuras. Ambos 
péptidos contienen una carga neta 
de +3

Antifúngico 
(F. oxysporum)

Euonymus 
europaeus

Ee-CBP Tipo Hevein

El péptido contiene 5 puentes 
disulfuro (unidos por 10 residuos 
de cisteína presentes en su 
estructura) y una carga neta de +5

Antifúngico 
(F. culmorum y Alternaria 
brassicicola)

Stellaria media SmAMP3 Tipo Hevein

Un péptido básico y rico en 
cisteína que contiene una carga 
neta de +2 y 3 puentes disulfuro en 
su estructura

Antifúngico 
(Aspergillus niger y 
Fusarium solani)

Helianthus 
annuus

Ha-AP10

Proteína de 
transferencia 
de lípidos 
(LTP)

Un péptido básico de 10 kDa que 
contiene 4 puentes disulfuro

Antifúngico 
(Fusarium solani)

Capsicum 
annuum

Ca-LTP1

Proteína de 
transferencia 
de lípidos 
(LTP)

Un péptido de 9 kDa con 4 
α-hélices dentro de su estructura

Antifúngico 
(Colletotrichum
lindemunthianum)

Passiflora 
edulis

Pe-AFP1 2S albumin

El péptido consta de 2 enlaces 
disulfuro en su secuencia formada 
por 2 residuos de cisteína 
conservados

Antifúngico 
(F. oxysporum)

Malva 
parviflora

CW-1 2S albumin
Un péptido de 15 aminoácidos con 
un peso molecular de 1,783 kDa

Antifúngico 
(Fusarium graminearum)
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Clasificación de PAMs

La gran diversidad de PAMs sintetizados o producidos de forma natural di-
ficulta su clasificación. Por lo que se suelen clasificar según: 1) la maquinaria 
biosintética productora, 2) la fuente biológica que los produce, 3) su actividad 
inhibitoria, 4) sus características estructurales, 5) sus especies ricas en ami-
noácidos y según 6) sus objetivos moleculares (Fig. 9.1).

Figura 9.1. Clasificación de péptidos antimicrobianos.

Fuente biológica
Maquinaria
biosintética
productora

Objetivos
moleculares

Especies
ricas
en aminoácidos

Actividad
inhibitoria

Estructura

Clasificación
PAMs



Capítulo 9. Péptidos antimicrobianos de plantas

225

Clasificación según la maquinaria biosintética productora

La gran mayoría de los PAMs son codificados por genes y algunos otros son 
sintetizados por sistemas enzimáticos múltiples, por ejemplo, algunos PAMs 
son liberados tras la proteólisis de la glicoproteína lactoferrina por medio de 
diversas enzimas proteolíticas.

Clasificación según la fuente de producción

De acuerdo a lo reportado en la Base de Datos de Péptidos Antimicrobianos 
(APD3) las fuentes de PAMs pueden ser divididas en mamíferos, plantas, an-
fibios, insectos y microorganismos.

PAMs derivados de mamíferos

En mamíferos, los PAMs se encuentran principalmente dentro de gránulos 
de los neutrófilos y en las secreciones de las células epiteliales que cubren la 
piel y las superficies mucosas. Generalmente, los PAMs se codifican en grupos 
en el genoma y se expresan conjuntamente, lo que da como resultado que se 
acumulen múltiples péptidos en un solo sitio. Un buen número de PAMs se 
producen como precursores inactivos que requieren escisión proteolítica para 
volverse activos por lo que su regulación no solo depende de su propia expre-
sión, sino también de la abundancia de proteasas apropiadas. La mayoría de 
PAMs de mamíferos se han reportado en humanos, ovejas, vacas y otros verte-
brados. Las defensinas y las catelicidinas son las principales familias de PAMs 
en mamíferos. Las defensinas se pueden dividir en α-, β- y θ-defensinas según 
la posición de los enlaces disulfuro. Los péptidos de defensa del huésped hu-
mano (PDH) pueden proteger a los humanos de infecciones microbianas, sin 
embargo, la expresión o producción de estos se realiza de forma diferencial de 
acuerdo a la etapa del crecimiento humano. Por ejemplo, la catelicidina LL-37, 
generalmente se detecta en la piel de los recién nacidos, mientras que la beta-
defensina 2 humana (hBD-2) generalmente se expresa en los ancianos. Los 
PDH se pueden identificar en varias partes del cuerpo, como la piel, ojos, oí-
dos, boca, vías respiratorias, pulmones, intestino y la uretra. Destacar que los 
PAMs encontrados en la leche materna humana también juegan un papel im-
portante en la lactancia porque pueden disminuir la morbilidad y mortalidad 
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de los lactantes. Además de la actividad antimicrobiana, las PDH (catelicidi-
nas y defensinas), también afectan la regulación inmunitaria, la apoptosis y la 
cicatrización de heridas.

PAMs derivados de plantas

Se han reportado PAMs de plantas a partir de raíces, semillas, flores, tallos y 
hojas de una amplia variedad de especies. Dichos péptidos han demostrado 
actividades contra fitopatógenos, así como contra organismos patógenos para 
humanos, virus, bacterias, hongos, protozoos, parásitos y células neoplásicas. 
El repertorio de PAMs sintetizados por las plantas es extremadamente grande 
con cientos de péptidos diferentes en algunas especies de plantas. En este grupo 
biológico la mayoría de los PAMs son ricos en cisteína (Cys), una característi-
ca que permite la formación de múltiples enlaces disulfuro (generalmente de 
dos a seis) que contribuyen a una estructura compacta y resistencia a la degra-
dación química y proteolítica. Los PAMs se dividen en familias en función de 
su similitud de secuencia, motivos Cys y patrones distintivos de enlaces disul-
furo que, a su vez, determinan el plegamiento de su estructura terciaria. Las 
principales familias de PAMs comprenden defensinas, tioninas, proteínas de 
transferencia de lípidos, ciclótidos, snakinas y proteínas tipo heveína, según la 
homología de secuencia de aminoácidos. 

PAMs derivados de anfibios

Las ranas son la principal fuente de PAMs de anfibios y la magainina es el 
péptido más famoso ya que las secreciones cutáneas de las ranas de los géneros 
Xenopus, Silurana, Hymenochirus y Pseudhymenochirus de la familia Pipidae 
son ricas en PAMs. Al igual que en los mamíferos, estos péptidos juegan un 
papel importante en la protección de los anfibios de los patógenos que han 
disminuido la población mundial de anfibios.
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PAMs derivados de insectos

En insectos los PAMs se sintetizan principalmente en los cuerpos grasos y las 
células sanguíneas, esta característica es una de las principales razones por 
las que este grupo biológico tiene una gran adaptabilidad para sobrevivir. La 
Cecropina es la familia más importante de PAMs de insectos, y se puede en-
contrar en gusanos de seda, abejas, Drosophila, etc. La síntesis de PAMs varía 
mucho entre las especies, por ejemplo, la mariquita (Harmonia axyridis) y la 
mosca soldado (Hermetia illucens) tienen hasta 50 PAMs, mientras que el pul-
gón del guisante (Acyrthosiphon pisum) carece de estos péptidos. El péptido 
jeleina derivado de la jalea real de abejas muestra efectos promisorios contra 
bacterias y hongos y conjugado con ácido láurico tiene el potencial de inhibir 
al protozoario parasito Leishmania major.

PAMs derivados de microorganismos

Todos los organismos vivos sin excepción producen PAMs, incluso los con-
siderados como patógenos (bacterias y hongos). Los PAMs sintetizados por 
bacterias se denominan bacteriocinas y son péptidos sintetizados riboso-
malmente de tamaño pequeño (30-60 aminoácidos), de naturaleza catiónica, 
termo estables (100 °C por 10 min), activos y altamente específicos contra 
bacterias muy relacionadas al organismo productor (espectro estrecho) o con-
tra bacterias de otro género (amplio espectro). Las bacterias productoras de 
PAMs son inmunes a sus propias bacteriocinas, debido a la síntesis de proteí-
nas de inmunidad específica. El grupo de las bacterias acido lácticas (BAL) es 
uno de los principales productores de bacteriocinas y de los más estudiados 
debido a que la mayoría de estas bacterias son aisladas de fuentes alimentarias, 
por lo que se consideran como bacterias Generalmente Reconocidas como 
Seguras (GRAS, Generally Recognized As Safe).
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Clasificación según su actividad inhibitoria

PAMs antivirales

Los PAMs antivirales neutralizan los virus al integrarse a la envoltura viral o a 
la membrana de la célula hospedera causando su inestabilidad, lo que propi-
cia que los virus no puedan infectar las células del huésped. También pueden 
reducir la unión de virus a las células huésped. Por ejemplo, las defensinas 
se unen a las glicoproteínas virales haciendo que los virus del herpes simple 
(VHS) no puedan unirse a la superficie de las células del huésped. Además de 
la interrupción de las envolturas virales y el bloqueo de los receptores virales, 
algunos PAMs pueden evitar que las partículas virales ingresen a las células 
hospedadoras al ocupar receptores específicos en células de mamíferos.

PAMs antibacterianos 

Los péptidos antibacterianos son los PAMs más estudiados hasta la fecha y la 
mayoría de ellos son catiónicos, dirigiéndose a la membrana celular bacteriana 
provocando la desintegración de la estructura de la bicapa lipídica. La mayoría 
de estos péptidos son anfipáticos con dominios hidrofílicos e hidrofóbicos, lo 
que les proporciona la capacidad de unirse a los componentes lipídicos (región 
hidrofóbica) y a los grupos de fosfolípidos (región hidrófila). De forma inte-
resante, se ha demostrado que algunos PAMs a bajas concentraciones pueden 
eliminar bacterias sin cambiar la integridad de las membranas, gracias a la 
inhibición de algunas vías importantes dentro de la célula como la replicación 
del DNA y la síntesis de proteínas. Por ejemplo, la buforina II puede difundirse 
en las células y unirse al DNA o RNA sin dañar la membrana celular.

PAMs antifúngicos

Al igual que los PAMs antibacterianos, los péptidos antifúngicos pueden ma-
tar hongos al dirigirse a la pared celular o a los componentes intracelulares. 
Sin embargo, la membrana celular bacteriana y la pared celular de hongos tie-
nen diferentes contenidos. La quitina es uno de los principales componentes 
de las paredes celulares de los hongos y algunos de los péptidos antifúngicos 
son capaces de unirse a la quitina. Tal capacidad de unión ayuda a los PAMs a 
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atacar las células fúngicas de manera eficiente. Los PAMs dirigidos a la pared 
celular matan a las células diana debido a una alteración de la integridad de 
las membranas fúngicas, al aumento de la permeabilización de la membrana 
plasmática o a la formación de poros directamente. Aunque la mayoría de los 
PAMs antifúngicos contienen aminoácidos polares y neutros en sus estructu-
ras, no parece haber una correlación clara entre la estructura del PAM y el tipo 
de células a eliminar.

PAMs antiparasitarios

Los PAMs antiparasitarios son un grupo más pequeño en comparación con 
las otras tres clases de PAMs. Aunque algunos microorganismos parásitos son 
multicelulares, el modo de acción de los péptidos antiparasitarios es el mismo 
que el de otros PAMs, ya que matan a las células al interactuar directamente 
con la membrana celular. Ejemplos de este tipo de péptidos es la magainina, 
que puede matar a Paramecium caudatum, la catelicidina capaz de matar a 
Caernohabditis elegans formando poros en la membrana celular, la cecropina 
sintética eficaz contra el parásito Leishmania.

Clasificación según la estructura tridimensional

Con base en este criterio los PAMs se clasifican en 4 familias: α, β, αβ y no αβ 
(Figura 9.2 a-d) de acuerdo a los tipos de estructuras tridimensionales que 
presentan. La familia α consiste de PAMs con estructuras helicoidales (por 
ejemplo, magaininas y LL-37). La familia β está compuesta por PAMs con es-
tructuras de cadenas β (por ejemplo, alfa defensinas humanas). Por su parte 
la familia αβ comprende las estructuras tridimensionales antes mencionadas 
(helicoidales y β plegadas), unos ejemplos de esta familia son las beta defen-
sinas. La familia no αβ (no alfa beta) no contiene cadenas helicoidales ni beta 
(por ejemplo, la indolicidina).
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Figura 9.2. Estructuras tridimensionales de PAMs representativos de cada familia.

a) Familia α. Magainina 2 de la rana Xenopus laevis (Acceso PDB: 2MAG). b) Familia β. 
Lactoferricina B del bovino Bos taurus (Acceso PDB: 1LFC). c) Familia αβ. Defensina vegetal 

Psd1 de Pisum sativum (Acceso PDB: 1JKZ). d) Familia no αβ. Indolicidina bovina de Bos 
taurus (Acceso PDB: 1G89).
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Clasificación según sus objetivos moleculares

Los PAMs pueden clasificarse ampliamente en dos familias: péptidos cuyo ob-
jetivo es la superficie celular (por ejemplo, nisinas y temporinas) y péptidos 
con objetivos intracelulares (como péptidos ricos en Prolina). Los péptidos 
dirigidos a la superficie celular incluyen tanto péptidos dirigidos a membrana 
como no dirigidos a membrana y pueden incluso subdividirse más según los 
objetivos específicos como pared celular/ carbohidratos, lípidos / membranas 
y proteínas / receptores. Del mismo modo, los PAMs con objetivos intrace-
lulares pueden clasificarse adicionalmente con base a las moléculas diana 
específicas, por ejemplo, proteínas, DNA y RNA.

Mecanismos de acción de PAMs

La capacidad de los PAMs para eliminar bacterias generalmente depende de 
su capacidad para interactuar con las membranas bacterianas o las paredes ce-
lulares. Generalmente, los PAMs muestran una carga neta positiva y una alta 
proporción de aminoácidos hidrofóbicos, lo que les permite unirse selectiva-
mente a las membranas bacterianas cargadas negativamente. La unión de los 
PAMs a la membrana bacteriana conduce a una alteración no enzimática. La 
selectividad para especies específicas se debe a diferencias en la composición 
de la membrana de diferentes microbios y tipos de células. 

PAMs dirigidos a membrana celular 

Los mecanismos dirigidos a la membrana se pueden describir a través de los 
modelos de poste y alfombra, y el modelo de poste se puede dividir en mode-
los de poro toroidal y de duela de barril (Fig. 9.3).

Modelo de poro toroidal

El modelo de poro toroidal también se conoce como modelo de agujero de 
gusano. En este modelo, los PAMs incrustados verticalmente en la membrana 
celular se acumulan y luego se doblan para formar un agujero anular con un 
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diámetro de 1 a 2 nm. Los ejemplos típicos de este modelo son magainin 2, 
lacticin Q y arenicin.

Modelo de duela de barril

Los péptidos antimicrobianos se agregan entre sí, penetran la bicapa de la 
membrana celular en forma de multímeros y forman canales que dan como 
resultado el flujo de salida citoplásmico. En casos severos, los PAMs pueden 
inducir el colapso de la membrana celular y provocar la muerte celular.

Modelo tipo alfombra

Los PAMs se disponen paralelos a la membrana celular. Su extremo hidrofílico 
se perfila hacia la solución y su extremo hidrofóbico hacia la bicapa de fosfo-
lípidos. Los PAMs cubren la superficie de la membrana de manera similar a 
una alfombra y destruyen la membrana celular de una manera similar a un 
“detergente”. Sin embargo, este mecanismo de formación de poros requiere un 
cierto umbral de concentración y la concentración requerida de PAM es alta.

Figura 9.3. Modelos de mecanismos de acción para la actividad de PAMs a nivel extracelular. 
(A) Modelo de alfombra; (B) Modelo de duela de barril y (C) Modelo de poro toroidal.
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Mecanismo de direccionamiento sin membrana

La forma en que los PAMs ingresan a las células es por penetración directa o 
endocitosis. Después de ingresar al citoplasma, los PAMs identificarán y ac-
tuarán sobre el objetivo. Según el objetivo, los PAMs se pueden dividir en las 
siguientes categorías.

Inhibición de la biosíntesis de proteínas

Los PAMs afectan la transcripción, traducción y ensamblaje en péptidos fun-
cionales a través del plegamiento de chaperonas moleculares al interferir con 
enzimas relacionadas y moléculas efectoras. Por ejemplo, Bac7 1–35 se dirige 
a los ribosomas para inhibir la traducción de proteínas, mientras que Tur1A 
inhibe la síntesis de proteínas en E. coli y Thermus thermophilus al inhibir la 
transición de la fase inicial a la fase de extensión.

Inhibición de la biosíntesis de ácidos nucleicos

Los PAMs pueden afectar enzimas clave o inducir la degradación de moléculas 
que participan en la biosíntesis de los ácidos nucleicos. La indolicidina, un PAM 
catiónico rico en triptófano (Trp) con 13 aminoácidos, se dirige específicamente 
al sitio básico del DNA, sitio importante de entrecruzamiento del DNA de una o 
dos cadenas y también puede inhibir la topoisomerasa I del DNA.

Inhibición de la actividad de proteasas

Muchos PAMs pueden inhibir varias actividades metabólicas al inhibir la ac-
tividad de proteasas. Un ejemplo es la histatina 5 que tiene un fuerte efecto 
inhibidor sobre las proteasas secretadas por el huésped y las bacterias. Los 
PAMs eNAP-2 e indolicidina inhiben las serin proteasas microbianas, la elas-
tasa y la quimotripsina. La catelicidina-BF es un péptido aislado del veneno 
de Bungarus fasciatus que puede inhibir eficazmente la agregación plaquetaria 
inducida por trombina y bloquear aún más el receptor 4 activado por proteasas.
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Inhibición de la división celular

Algunos PAMs impiden la división celular al inhibir la replicación del DNA 
y la respuesta al daño del DNA (respuesta SOS), ya sea bloqueando el ciclo 
celular o provocando la falla de la separación cromosómica. Por ejemplo, el 
péptido APP es un PAM con 20 residuos de aminoácidos, que puede eliminar 
de manera eficiente a Candida albicans debido a su eficiencia de penetración 
celular, fuerte afinidad de unión al DNA y capacidad para inducir la detención 
de la fase ¨S¨ en el entorno intracelular. Por otra parte, el péptido MciZ, con-
tiene 40 residuos y es un inhibidor eficaz de la división celular bacteriana, la 
formación del anillo Z y la localización.

Tecnología del DNA recombinante para la producción de PAMs

Como se mencionó, los PAMs son antibióticos peptídicos endógenos que 
forman parte importante del sistema inmunitario innato de los seres vivos, y 
tienen dos propiedades atractivas. La primera es que poseen una amplia gama 
de actividades antimicrobianas, y la segunda, es que se dirigen principalmente 
a las membranas microbianas, lo que impide la capacidad de los microbios 
para desarrollar resistencia contra ellas. Estas dos propiedades las posiciona 
como candidatos prometedores para nuevos antibióticos. Sin embargo, se de-
ben abordar una serie de cuestiones fundamentales, como los mecanismos, la 
eficacia y la seguridad, antes de que los péptidos puedan pasar a una etapa de 
ensayos clínicos. Responder a estas preguntas requiere rigurosos estudios fun-
cionales y estructurales, cuyo éxito depende en gran parte de la disponibilidad 
de péptidos puros. No obstante, el aislamiento a partir de fuentes naturales es 
un proceso laborioso y lento, y por lo tanto no proporciona un método eficaz 
para obtener péptidos en grandes cantidades. La síntesis química, aunque muy 
eficiente, es un proceso complejo y costoso. Por lo tanto, tampoco es una vía 
ideal para la producción de péptidos a gran escala. 

Afortunadamente, la tecnología del DNA recombinante proporciona un 
medio económico para la producción de proteínas, péptidos o enzimas. En 
comparación con la síntesis química, la expresión recombinante es escalable, 
barata y puede producir PAMs más grandes que contienen más de 30 aminoá-
cidos. Esta tecnología muestra ventajas no solo en cuanto a tiempo reducido y 
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protocolos bien establecidos, sino también costos de producción reducidos y 
fácil ampliación. Los genes que expresan la proteína/péptido diana se clonan 
en vectores específicos para su producción en sistemas de expresión en células 
huésped. Las bacterias y las levaduras son los sistemas huésped más utiliza-
dos para la expresión de productos recombinantes. También en el caso de los 
PAMs, se ha informado que estos dos huéspedes de expresión producen más 
del 95 % de los PAMs expresados heterólogamente. A continuación, se men-
cionan algunos de estos huéspedes utilizados para la producción de PAMs por 
vía recombinante.

Sistemas de expresión procariota (Escherichia coli)

E. coli es el huésped más utilizado para la producción de PAMs, particular-
mente la cepa E. coli BL2l (DE3), ha sido la más utilizada. La elección de E. 
coli como hospedero ideal se atribuye a su rápida tasa de crecimiento, a la ob-
tención de mayores rendimientos, a la existencia de protocolos de expresión 
bien establecidos, a la gran disponibilidad comercial de vectores de expresión 
y a su rentabilidad. Otros sistemas bacterianos como Bacillus subtilis también 
se han utilizado como huéspedes para la expresión de PAMs, pero no en la 
misma medida que E. coli. A pesar de que esta bacteria es la más utilizada 
como plataforma procariota tiene algunas complicaciones en la producción 
de PAMs, como lo es que la expresión de la proteína sea de potencial letalidad 
hacia la propia bacteria productora. Aunado a lo anterior, la gran mayoría 
de los PAMs tienen una carga catiónica y, por lo tanto, son susceptibles a la 
degradación por proteasas endógenas. Una estrategia que supera con eficacia 
ambos obstáculos es fusionar el péptido de interés con una proteína transpor-
tadora o proteína de fusión. Las proteínas fusionadas pueden enmascarar la 
actividad de los PAMs y, por lo tanto, reducir su toxicidad hacia el huésped y 
la protección de los PAMs de la posible escisión proteolítica. Estas proteínas 
de fusión también aumentan la solubilidad de los PAMs expresados y facilitan 
su recuperación y aislamiento. Sin embargo, esta estrategia conduce a niveles 
bajos de expresión de proteínas, del orden de 10 a 30 mg/L-1 (proteínas de fu-
sión) y de 1 a 5 mg/L-1 (péptidos). Las proteínas de fusión más comunes que se 
han utilizado para expresar y purificar PAMs incluyen tiorredoxina, pequeño 
modificador similar a la ubiquitina (SUMO), glutatión S-transferasa (GST), 
una proteína transportadora de carboxilo de biotina (BCCP), proteína fluo-
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rescente verde (GFP), etc. Una vez producido el PAM de interés fusionado a la 
proteína transportadora el péptido diana puede liberarse de la fusión en una 
etapa posterior mediante escisión enzimática o química en el sitio correspon-
diente alrededor de la unión del péptido portador. 

Sistemas de expresión eucariota

Pichia pastoris

Una alternativa viable al uso de células bacterianas como huéspedes para la 
expresión heteróloga de PAMs es el uso de levaduras para producir estos agen-
tes, ya que estos organismos tienen la ventaja de ser resistentes a la destrucción 
mediada por PAMs. Las levaduras, células fúngicas eucarióticas y unicelula-
res, también se utilizan para la producción de proteínas recombinantes que no 
son bien plegadas en E. coli debido a problemas de plegamiento o a modifi-
caciones postraduccionales que E. coli es incapaz de realizar. Particularmente 
la especie Pichia pastoris, puede secretar los péptidos al medio de manera efi-
ciente para aumentar los títulos de proteína y eliminar posteriores procesos de 
purificación. Esta levadura tiene ventajas sobre los procariotas tradicionales y 
sistemas de expresión de mamíferos, dichas ventajas son: limita la secreción de 
proteínas de la célula huésped pero es capaz de secretar grandes cantidades de 
proteínas recombinantes heterólogas, lo que reduce significativamente la car-
ga de la purificación posterior; su tasa de crecimiento es más rápida que la de 
los huéspedes mamíferos, como las células de ovario de hámster chino (CHO) 
y las células de riñón embrionario humano 293 (HEK 293); puede crecer fá-
cilmente en medios económicos; posee un promotor inducible endógeno de 
alcohol oxidasa 1 (AOX1); produce cultivos libres de endotoxinas y virus por 
lo que se considera no toxigénico y no patógeno, por lo que Administración 
de Drogas y Alimentos (FDA) ha aprobado varios productos preparados con 
ayuda de este organismo, y estos productos son generalmente aceptados como 
sustancias seguras (GRAS).
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Plantas

La expresión recombinante de PAMs en bacterias y levaduras se asocia con 
limitaciones como la potencial inhibición del crecimiento o muerte mediada 
por PAMs en el huésped, la inestabilidad del péptido, pero sobre todo por la 
incapacidad de llevar a cabo las modificaciones postraduccionales correctas. 
Si bien el uso de proteínas de fusión, como se mencionó anteriormente, hasta 
cierto punto resuelven las limitaciones, no garantizan la correcta síntesis de las 
proteínas recombinantes producidas. Por su parte, las plataformas de expre-
sión como las plantas también se han utilizado para la producción de PAMs 
en las últimas décadas. 

La expresión de PAMs en plantas tiene una doble intención, por una 
parte, su actividad antimicrobiana ayuda en la protección de las plantas y, al 
mismo tiempo, satisface la demanda de nuevos agentes antimicrobianos en la 
industria biofarmacéutica. El proceso de utilizar plantas y cultivos de células 
vegetales como una plataforma de producción eficaz para proteínas recom-
binantes con importancia industrial o farmacéutica se denomina agricultura 
molecular. Los avances en ingeniería genética han permitido la creación de 
plantas transgénicas con la ayuda de diferentes técnicas de transformación 
como el bombardeo con micro proyectiles o biobalística, la transformación 
mediada por Agrobacterium, la transformación mediada con polietilenglicol 
etc. Se prefiere el uso de plantas superiores debido a los menores costos de 
producción involucrados; el fácil manejo y el potencial escalamiento; mayor 
seguridad en comparación con células bacterianas o de mamíferos, ya que 
el riesgo de contaminación durante los procesos de fabricación es bajo y no 
presentan amenazas graves para la bioseguridad; y una mayor estabilidad en 
comparación con los animales transgénicos. Además, las plantas superiores 
generalmente sintetizan proteínas con plegamiento correcto y modificaciones 
postraduccionales precisas, lo que conduce a productos biológicamente ac-
tivos. Además, las nuevas proteínas recombinantes se acumulan fácilmente 
en los organelos de las células vegetales como el retículo endoplásmico, las 
vacuolas y los plastidios protegidos de la actividad de las proteasas. El taba-
co (Nicotiana sp.) es una de las plataformas de producción basadas en hojas 
más exploradas para la expresión de proteínas recombinantes. Una ventaja 
importante del uso del tabaco como sistema de producción de plantas es el 
alto volumen de biomasa que se puede producir con solo unos pocos pasos 
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de procesamiento. También se dice que este sistema de expresión es muy sus-
ceptible a la manipulación genética, junto con protocolos de transformación y 
regeneración bien establecidos. También se han identificado otros sistemas de 
expresión entre vegetales (papa, tomate), frutas (cítricos, plátano) y cereales 
(arroz, trigo). Se han reportado la producción vía recombinante de numerosos 
PAMs en diversas plantas (Tabla 9.2).

Tabla 9.2. Algunos péptidos antimicrobianos producidos por vía recombinante en plantas

Planta huésped
Péptido 
antimicrobiano

Expresión 
Estable o 
transitoria

Organelo 
transformado

Nivel de expresión Aplicación

Tabaco
(Nicotiana 
tabacum)

MSI-99
(Magainina)

Estable Cloroplasto No definido

Mayor resistencia a bacterias 
fitopatógenas (Pseudomonas 
syringae) y hongos (Aspergillus 
flavus; Fusarium moniliforme; 
Verticillium dahlia)

MsrA2
(Dermaseptina)

Estable Núcleo 6–7 μg/g PF

Resistencia a hongos 
fitopatógenos (Fusarium solani; 
F. oxysporum; Alternaria 
alternata; Botrytis cinerea; 
Esclerotinia sclerotiorum), 
oomicetos (Pythium 
aphanidermatum) y bacterias 
(Pectobacterium carotovorum)

Retrociclina-101 
(Defensina)

Estable Cloroplasto
32–38% 
Proteína total soluble

Controlar infecciones virales 
(virus del mosaico del tabaco) 
y bacterianas (Erwinia 
carotovora)

Protegrina-1 
(Cathelicidina)

Estable Cloroplasto
17–26% 
Proteína total soluble 

Controlar infecciones 
bacterianas (Erwinia 
carotovora)

Lactoferricin B 
(Lactoferrin)

Estable Núcleo No definido

Mayor tolerancia a 
enfermedades bacterianas 
patógenas (Pseudomonas 
syringae pv. tabaci) y fúngicas 
(Botrytis cinerea)
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Planta huésped
Péptido 
antimicrobiano

Expresión 
Estable o 
transitoria

Organelo 
transformado

Nivel de expresión Aplicación

Tabaco 
(Nicotiana 
benthamiana)

SP1-1 
(diseño de novo)

Transitoria Núcleo 0.025 mg/g PF

Actividad antimicrobiana 
(P. syringae pv. Syringae; 
P. syringae pv. Tomate; P. 
corrugate; Pectobacterium 
carotovorum ssp. carotovorum)

Colicinas 
Recombinantes 
(Colicina)

Transitoria Núcleo 0.6–3 mg/g PF

Control efectivo y amplio de 
cepas patógenas de Escherichia 
coli transmitidas por los 
alimentos

PaeM4 
(Pyocin)

Transitoria Núcleo 800 μg/g PF

Amplio espectro de 
actividad antimicrobiana 
frente a aislados clínicos de 
Pseudomonas aeruginosa

Papa 
(Solanum 
tuberosum)

MsrA2 
(Dermaseptina)

Estable Núcleo 1–5 μg/g PF

Resistencia amplia y mejorada 
a hongos fitopatógenos 
virulentos (Alternaria, 
Cercospora, Fusarium, 
Phytophthora, Pythium, 
Rhizoctonia; Verticillium sp.) y 
bacterias (Erwinia carotovora)

pro-SmAMP2 
(Péptido tipo 
Heveina)

Estable Núcleo No definido
Protección de cultivos de papa 
resistente a Alternaria sp. y 
Fusarium sp.

Tomate 
(Lycopersicon 
esculentum)

Thi2.1
(Thionina)

Estable Núcleo No definido
Protección de cultivos (F. 
oxysporum f. sp. lycopersici; R. 
solanacearum cepa Pss4)

CecB 
(Cecropin)

Estable Núcleo 0.001 µg/mg PF

Protección vegetal contra 
patógenos bacterianos 
(Ralstonia solanacearum; 
Xanthomonas campestris)

Snakin-2 
(Snakin)

Estable Núcleo No definido
Mayor resistencia a Clavibacter 
michiganensis subsp. 
michiganensis

LL-37 
(Cathelicidina)

Estable Núcleo 
16.8–58.2 µg/mL 
Proteína total soluble

Actividad antibacteriana 
mejorada (Pectobacterium 
carotovorum ssp. Carotovorum 
(Pcc); Xanthomonas campestris 
pv. Vesicatoria (Xcv)



240

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Planta huésped
Péptido 
antimicrobiano

Expresión 
Estable o 
transitoria

Organelo 
transformado

Nivel de expresión Aplicación

Arroz 
(Oryza sativa)

Mj-AMP2 
(Knottina)

Estable Núcleo 
0.32–0.38% Proteína 
total 

Mayor resistencia al patógeno 
fúngico (Magnaporthe oryzae)

Dm-AMP1 
(Defensina)

Estable Núcleo 
0.43–0.57% Proteína 
total soluble

Mayor resistencia a patógenos 
(Magnaporthe oryzae; 
Rhizoctonia solani)

rLF 
(Lactoferrina)

Estable Núcleo 
0,1% peso de salvado 
de arroz

Aditivo funcional para 
lechones destetados 
prematuramente

Rs-AFP2 
(Defensina)

Estable Núcleo 
0.45–0.53% Proteína 
total soluble

Mayor resistencia a patógenos 
fúngicos (Magnaporthe oryzae; 
Rhizoctonia solani)

Lactostatina 
(Péptido 
aniónico)

Estable Núcleo 2 mg/g semilla seca 
Fármaco anti 
hipercolesterolémico para uso 
clínico potencial

Lechuga 
(Lactuca sativa)

ChIFN-alpha 
(interferón-α)

Transitoria Núcleo 0.393 μg/kg PF
Actividad antiviral contra el 
virus de la estomatitis vesicular 
(VSV)

Canola 
(Brassica napus)

PmAMP1 
(Proteína rica en 
cisteína)

Estable Núcleo No definido

Resistencia efectiva contra 
patógenos fúngicos (Alternaria 
brassicae; Leptosphaeria 
maculans; Sclerotinia 
sclerotiorum)

Trigo 
(Triticum 
aestivum)

SN-1 
(Snakina)

Estable Núcleo No definido

Actividad antifúngica in vitro 
y mayor resistencia a hongos 
(Gaeumannomyces graminis 
var. tritici)

Arabidopsis 
(Arabidopsis 
thaliana)

Thanatina (S) 
(thanatin 
sintética)

Estable Núcleo No definido

Resistencia adquirida a 
patógenos bacterianos 
(Pseudomonas syringae pv. 
tomate) y patógenos fúngicos 
(Botrytis cinerea; oídio)
Actividad antibacteriana y 
antifúngica in vitro

Fruta cítrica 
(Carrizo 
citrange)

D2A21 
(Péptido 
sintético)

Estable Núcleo No definido

Reducción del desarrollo de la 
enfermedad del cancro causada 
por la bacteria (Xanthomonas 
citri)
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Algunas estrategias para la predicción,  
diseño y producción de PAMs

Análisis bioinformático. ¿Cómo buscar PAMs candidatos? 

Predicción in silico

Una estrategia para la identificación de PAMs dentro de secuencias pro-
teicas previamente reportadas es mediante herramientas bioinformáticas. 
Generalmente estas predicciones bioinformáticas o in silico toman en cuenta 
parámetros como la similitud con otros péptidos previamente identificados, 
reportados y almacenados en bases de datos. 

En el Laboratorio de Biología Molecular de Plantas (LBMP) de la Uni-
versidad Autónoma de Aguascalientes se ha trabajado con la identificación in 
silico de varios péptidos con probable actividad antimicrobiana, las plataformas 
bioinformáticas resultan relevantes para la identificación de PAMs, además de 
considerarse como punto de partida para la modificación o diseño de genes 
sintéticos con actividad contra un amplio número de microorganismos.

Un ejemplo es la proteína de la subunidad alfa del complejo asociado al 
polipéptido naciente (αNAC) de Sorghum bicolor que tiene múltiples funcio-
nes entre las que destaca la de proteger a los polipéptidos recién sintetizados y 
trasladarlos al retículo endoplásmico y mitocondrias, además de actuar como 
proteínas chaperonas. 

Para la identificación in silico de PAMs en αNAC se utilizó la plataforma 
del Sistema de escaneo de secuencias antimicrobianas o AmpA por sus siglas 
en inglés (http://tcoffee.crg.cat/apps/ampa/do) y la plataforma Anti Bacterial 
Peptides Server (AntiBP) (http://crdd.osdd.net/raghava/antibp/). Se identifi-
caron dos probables péptidos con acción antimicrobiana, no obstante, para 
corroborar esta actividad se analizaron en otras plataformas, en la Database 
of antimicrobial activity and structure of peptides (DBAASP) (https://dbaasp.
org/prediction), en la Antimicrobial Peptide Scanner vr.2, y en la Collection of 
Anti-microbial Peptides (CAMPr3) (camp.bicnirrh.res.in). 

Para determinar el grado presuntivo de actividad antimicrobiana se utili-
za el modelo de árbol de decisión creado a partir del algoritmo j48 que se basa 
en propiedades fisicoquímicas descritas en otros péptidos antimicrobianos 
disponibles en bases de datos como Antimicrobial Peptide Database (APD).
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Las predicciones de la actividad antimicrobiana de los dos péptidos fue-
ron estimadas en la plataforma Database of antimicrobial activity and structure 
of peptides (DBAASP). 

Los dos péptidos con presunta actividad antimicrobiana se muestran 
en la Figura 9.4; donde se muestra la secuencia de aminoácidos de αNAC y 
en color gris obscuro y gris claro señalados los PAMs. El péptido KSRKA-
MLKLGMKP tiene una mayor probabilidad de ser funcional (Tabla 9.3), todo 
esto con base en la predicción de las plataformas las cuales basan su decisión 
en similitudes con otros PAMs. En alineamientos realizados en la plataforma 
APD3, dio como resultado que este péptido presenta una similitud del 43.75% 
con un péptido sintético denominado DP1, el cual se le ha atribuido actividad 
anticancerígena y con un péptido denominado Histone H6 – like protein el 
cual se le atribuye actividad contra bacterias Gram + y Gram –. 

Por otra parte, resultan de gran la utilidad las plataformas predictivas de la 
capacidad antimicrobiana de péptidos, como la DBAASP, ya que según el aná-
lisis realizado en esta plataforma el péptido KSRKAMLKLGMKP es funcional 
para inhibir el crecimiento de Bacillus subtillis y la lisis de eritrocitos humanos, 
mientras que SRVTVKKSKNMLFVI tiene actividad antibacteriana contra Es-
cherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae (Tabla 9.4).

Figura 9.4. Secuencia proteica en formato FASTA de αNAC de S. bicolor donde se resaltan los 
dos péptidos con potencial actividad antimicrobiana
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Tabla 9.3. Predicción in silico de actividad antimicrobiana de los péptidos identificados en 
αNAC de Sorghum bicolor 

Péptido DBAAS1
CAMPr3 AntiBP 

Server

Antimicrobial
Peptide 
Scanner vr.2SVM2 RFC3 ANN4 DAC5

KSRKAMLKLGMKP Sí Sí Sí Sí No Sí No
SRVTVKKSKNMLFVI Sí No No No No Sí No

1 Database of antimicrobial activity and structure of peptides
2 Algoritmo máquinas de vectores de soporte (support vector machine)
3 Algoritmo de bosques aleatorios (random forest)
4 Algoritmo red neuronal artificial (artificial neuronal network)
5 Algoritmo de análisis discriminatorio (discriminant analysis)

Propiedades fisicoquímicas

Los parámetros fisicoquímicos de los péptidos identificados se calculan en 
plataformas como The Antimicrobial Peptide Database (http://aps.unmc.edu/
AP/main.php) y ProtParam de ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/).

El grado de actividad se basa en las propiedades fisicoquímicas del pép-
tido ya que a partir de ellas se puede predecir el modo de interacción con el 
microorganismo. De acuerdo a los resultados de la tabla 9.5, se puede concluir 
que ambos péptidos identificados en la proteína αNAC son de naturaleza catió-
nica. Generalmente todos los PAMs tienden a la carga positiva para la facilidad 
de interacción con los componentes negativos (fosfolípidos) de la membrana 
plasmática, el valor de la carga generalmente tiende a tener un valor de entre 
2-9 a un pH de 7 por lo que se podría afirmar que el grado de cationicidad del 
péptido está estrechamente relacionado con la actividad antimicrobiana. El por-
centaje de residuos hidrofóbicos en un péptido con actividad antimicrobiana se 
ha reportado que debe de ser mayor o igual al 30%, ambos cumplen con esta ca-
racterística. Otro parámetro relevante es su peso molecular, se ha reportado que 
este tipo de péptidos se caracterizan por tener poca longitud y por lo tanto bajo 
peso molecular (menor a 10 kDa), sin embargo, la predicción del peso molecular 
de los péptidos predichos es mayor a los 10 kDa. En cuanto al punto isoeléctrico 
(pI), se define como el pH en el que la proteína/péptido tiene una carga neta cero 
y su valor es fundamental para la predicción de la solubilidad del péptido, entre 
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más parecido sea la pI del péptido al pH del solvente aumenta la tendencia a pre-
cipitarse y por lo tanto a la pérdida de su actividad biológica, los pI reportados 
para los péptidos con este tipo de actividad tiende a ser cercanos a 10, ambos 
péptidos identificados se acercan a este valor. El índice de Boman predice la 
facilidad de unión del péptido a la membrana o a otras proteínas, un valor alto 
indica la probabilidad de que el péptido sea multifuncional, que puede ejercer 
una amplia variedad de funciones dentro de la célula e interactuar con muchas 
proteínas. En cuanto al coeficiente de partición (log P) es un indicador de hi-
drofobicidad, altos niveles de este parámetro indican baja solubilidad, en ambos 
péptidos tenemos presente valores negativos que indican una buena solubilidad. 
Con base en todos estos parámetros, se generaron algoritmos para predecir el 
grado de actividad antimicrobiana, por lo que el péptido KSRKAMLKLGMKP 
podría tener una actividad media, mientras que el péptido SRVTVKKSKNML-
FVI no tendría actividad antimicrobiana. 

Modelado tridimensional de la estructura del péptido

La estructura tridimensional de los péptidos se obtuvo en la plataforma PEP-
FOLD 3 (https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3/).

Los péptidos con actividad antimicrobiana generalmente se clasifican en 
cuatro grupos de acuerdo con su estructura secundaria: α, β, αβ, y ni-αβ. De 
acuerdo con el modelado tridimensional obtenido (Figura 9.5), el péptido de 
secuencia KSRKAMLKLGMKP tiene una estructura terciaria de α-hélice, la 
cual es una estructura común dentro de los PAMs, mientras que el péptido de 
secuencia SRVTVKKSKNMLFVI entraría dentro de la familia β de los PAMs.

Figura 9.5. Modelado tridimensional de los péptidos con presunta actividad antimicrobiana 
identificados en la proteína αNAC en S. bicolor. A. Péptido 1: KSRKAMLKLGMKP. B. Pépti-

do 2: SRVTVKKSKNMLFVI.

A B
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Las plataformas bioinformáticas resultan relevantes para la identificación 
de PAMs, además de considerarse como punto de partida para la modifica-
ción o diseño de genes sintéticos con actividad contra un amplio número de 
microorganismos.

Tabla 9.4. Predicción in silico de actividad de los péptidos 
contra diversos microorganismos y células humanas

Proteína SbαNAC
Péptido KSRKAMLKLGMKP SRVTVKKSKNMLFVI
Eritrocitos humanos + -
Escherichia coli - +
Pseudomonas aeruginosa - +
Klebsiella pneumoniae - +
Staphylococcus aureus - -
Bacillus subtillis + -
Candida albicans - -
Sacharomyces cerevisae - -
+ péptido con actividad antimicrobiana
- péptido sin actividad antimicrobiana
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Tabla 9.5. Predicción de la actividad antimicrobiana de los péptidos identificados en αNAC 
de Sorghum bicolor a partir de sus características fisicoquímicas.

SbαNAC

KSRKAMLKLGMKP

C65H122N20O15S2

14.87

122

15

-5.1

11.33

+5

38

1.78

809.59

434.87

Actvidad Media

Log P: coeficiente de partición
pI: punto Isoeléctrico
IB: Índice Boman
ASA_P: área de superficie accesible al péptido
PA: Probable actividad

SRVTVKKSKNMLFVI

C79H141N21O20S1

17.5

141

20

-4.0

11.26

+4

46

1.35

941.93

419.45

Sin Actividad

Proteína

Péptido

Formula Molecular

Peso Mol (Kda)

Hidrógeno

Oxígeno

Log P

pI

CARGA

Res. Hidrofóbicos

IB (kcal/mol)

Energía Drending (kj/mol)

ASA_p

PA

Protocolos 

Protocolo 1. Diseño y producción de PAMs en E. coli;  
unión de amplicones a partir de PCR 

De forma rutinaria se suelen diseñar oligonucleótidos que contengan sitios 
de restricción para amplificar fragmentos de DNA por PCR, posteriormente 
tanto el vector de destino como el amplicón obtenido se tratan con la enzima 
o enzimas de restricción para crear sitios complementarios homólogos que 
puedan ligarse fácilmente y obtener una ¨construcción¨, conformada por el 
plásmido o vector y el amplicón de interés.
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A. Diseño de oligonucleótidos que incluyen sitios de restricción.

En el Laboratorio de Biología Molecular de Plantas (LBMP) de la Universidad 
Autónoma de Aguascalientes se han diseñado oligonucleótidos a partir de la 
secuencia de la planta Moringa oleifera para la amplificación de 2 fragmentos 
que contenían PAMs de interés, como son el péptido FLO (actividad antibac-
teriana) y el péptido Mo-CBP3 (actividad antifúngica). A los oligonucleótidos 
diseñados se les adicionó la secuencia correspondiente a sitios de restricción 
NcoI y HindIII para el caso del amplicón Mo-CBP3 mientras que para FLO se 
añadieron los sitios HindIII y SpeI (Tabla 9.6) con la finalidad de realizar un 
empalme de ambos fragmentos por complementariedad de secuencias. Cada 
uno de los amplicones fueron clonados en el vector pGEM-T® Easy (Promega, 
Fitchburg, WI) obteniendo las construcciones Mo-CBP3/pGEM y FLO/pGEM. 

Tabla 9.6. Oligonucleótidos diseñados para amplificación de Mo-CBP3 y FLO.

B. Empalme de amplicones

Para lograr el empalme de ambos amplicones primero se liberó el fragmento 
FLO por medio de los sitios de restricción HindIII (adicionado a los primers) 
y SacII (sitio del vector pGEM-T® Easy), a su vez la construcción Mo-CBP3/
pGEM fue linealizada con HindIII, ambos fragmentos fueron purificados 
utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, para luego ser 
ligados mediante la secuencia del sitio HindIII por complementariedad (Fig. 
9.6). Para verificar tanto el empalme como el marco de lectura abierta (Open 
Reading Frame, ORF) se extrajo el DNA plasmídico de las clonas putativas y 
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fue secuenciado. Una vez corroborado el correcto empalme de ambos ampli-
cones se liberó este fragmento para ser ligado al vector de expresión pET32.

Figura 9.6. Estrategia para el empalme de amplicones de péptidos antimicrobianos 
en M. oleifera 
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C. Pruebas de inducción de la proteína recombinante

Con esta nueva construcción Mo-CBP3-FLO/pET32 se transformó la cepa 
E. coli BL21 y se hizo crecer en medio LB líquido adicionado con ampicili-
na (100 mg/L) y se incubaron a 37 °C hasta alcanzar una OD600 de 0.7. Se 
realizaron varias réplicas del cultivo para adicionar a cada uno isopropil-β-D-
1-tiogalactopiranósido o IPTG a concentraciones finales de 0, 0.1, 0.5 y 1 mM 
además, se colectaron muestras a las 2, 4, 6 y 12 horas de inducción de cada 
cultivo. Lo anterior se realizó para optimizar las condiciones de inducción y 
asegurar la obtención de la mayor expresión de la proteína recombinante. 

D. Extracción de Proteínas Totales Solubles (PTS)

Una vez determinado el tiempo y concentración del inductor se escalaron los 
cultivos de la cepa transgénica de E. coli BL21. La biomasa celular se concentró 
por centrifugación para después ser re suspendida en un volumen de buffer 
de lisis (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM DTT), se incubó la 
suspensión celular en hielo por 10 min y se agregaron 10 μl de del inhibidor 
de proteasas PMSF (100 mM) por cada mililitro de suspensión celular. Pos-
teriormente se realizó la lisis celular mediante sonicación a 40% de amplitud 
durante 10 ciclos con pulsos de 10 s de lisis y 10 s de descanso, todo el pro-
ceso de lisis se realizó en frío evitando la formación de espuma. El lisado se 
centrifugó a 14,000 g por 10 min para después recuperar la fracción soluble y 
cuantificar el contenido de PTS por el método de Bradford y posteriormente 
ser evaluados por SDS-PAGE al 15%.

Protocolo 2. Diseño de secuencia sintética denominada gBlock 

Existen varias ventajas para sintetizar el gen para una proteína de interés en 
lugar de depender de una fuente de DNA natural como plantilla. La síntesis 
directa de genes permite que la codificación de genes coincida con las prefe-
rencias del organismo huésped que se utilizará para la producción de proteínas 
recombinantes. En segundo lugar, cualquier sitio de restricción puede agre-
garse o eliminarse fácilmente durante la síntesis para facilitar la clonación, el 
truncamiento, la eliminación del dominio y otras alteraciones de la secuencia 
de longitud completa. En tercer lugar, los intentos de aumentar la expresión 
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mitigando el impacto de la estructura secundaria de mRNA, eliminando se-
cuencias repetitivas y la optimización de otras características de la secuencia 
génica a través del diseño de secuencia se pueden incorporar fácilmente.

En el LBMP se han diseñado gBlocks codificantes para péptidos de inte-
rés, un ejemplo es el gBlock diseñado para codificar solo la secuencia madura 
de los péptidos de interés (Mo-CBP3 y FLO). La síntesis y optimización de 
codones para su expresión en E. coli fue realizada por la compañía Integrated 
DNA Technologies (San Diego, CA). El gBlock diseñado tuvo una longitud de 
269 pb, hacia el extremo 5’ se agregó el sitio de restricción NcoI seguido del co-
dón de inicio (ATG), luego las secuencias maduras de los péptidos Mo-CBP3 
y FLO (separadas por un codón de inicio) y hacia el extremo 3’ se colocó un 
codón de paro (TAA) y el sitio de restricción HindIII (Fig. 9.7).

Figura 9.7. Secuencia nucleotídica y putativa en aminoácidos de gBlock. La secuencia del 
gBlock está flanqueada por los sitios de restricción NcoI y HindIII a los extremos 5’ y 3’ 

respectivamente. Resaltados en negritas se señala el codón de inicio (M), la secuencia del 
péptido FLO y, subrayado y en itálicas se señala el codón de paro (-).

A su vez, se diseñaron oligonucleótidos para amplificar el gBlock (Ta-
bla 9.7) y clonarlo al vector pGEM-T® Easy. Tanto el vector de expresión 
pET32 como el gBlock fueron digeridos con la enzima EcoRI y posteriormen-
te purificados. Los fragmentos se ligaron mediante la enzima T4 DNA ligasa 
(Promega, Fitchburg, WI). Con esta construcción (pET32 / gBlock) se trans-
formaron por choque térmico células competentes de Escherichia coli DH5α y 
se seleccionaron en medio LB adicionado con ampicilina 100 mg/L. Se extrajo 
DNA plasmídico por el método de Birboin-Dolly y se identificaron algunas 
clonas con la construcción deseada mediante análisis de restricción y poste-
rior secuenciación. 
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Las pruebas de inducción de la proteína recombinante y posterior ex-
tracción y evaluación de las proteínas producidas se realizaron conforma e lo 
mencionado en el apartado anterior.

Tabla 9.7. Oligonucleótidos diseñados para amplificación del gBlock. 
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Resumen 

Los genes son unidades moleculares que almacenan la infor-
mación hereditaria y permiten transmitirla a la decendencia. 
Mediante el uso de la información contenida en cada gen estos 
son capaces de codificar una proteína o parte de ella; a este pro-
ceso se le llama expresión genética y es realizada por todos los 
seres vivos. Si bien existen ciertas diferencias entre como lo hacen 
procariontes y eucariontes, en ambos casos, el procedimiento se 
basa en la lectura del gen en grupos de 3 pares de base llamados 
codones. Cada codón corresponde a uno de los 20 diferentes ami-
noácidos usados para construir proteínas. La expresión genética 
de un organismo es vital para su metabolismo, supervivencia, 
adaptación y defensa contra estreses bióticos y abióticos. 



256

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

En plantas al ser eucariontes, su expresión genética se da en el núcleo 
mediante la síntesis de ARN mensajero (ARNm) a partir de ADN por medio 
de la enzima ARN Polimerasa II. Posteriormente los codones del ARNm son 
leídos por los ribosomas que también empiezan la construcción de la proteína 
de novo. En este capítulo profundizaremos acerca de los procesos expresión 
génica en plantas, generalidades, inducción, regularización y métodos para 
medir los niveles de expresión de genes de interés. 

Introducción

La expresión genética se define como el uso de la información contenida en 
un gen para la síntesis de una proteína. Para que esto pase, primero deben de 
suceder una serie de pasos que permitan transformar el ADN en aminoácidos. 
De estos pasos se distinguen dos principales: la transcripción, que es el pro-
ceso mediante el cual el ADN es transformado a ARNm, y la traducción, que 
se define como la codificación de codones a aminoácidos. Estos dos procesos 
suceden tanto en procariontes como eucariontes y son llevados a cabo me-
diante una serie de enzimas que trabajan de manera conjunta. La traducción y 
transcripción pueden ser ilustrados mediante el Dogma central que explica de 
manera gráfica la síntesis de proteínas a nivel citoplasmático a partir del ADN 
(Fig. 10.1). El Dogma central fue propuesto en 1958 por Francis Crick, y a 
partir de esa fecha ha sido modificado para lograr representar de manera más 
exacta el como ocurre la expresión genética en todos los seres vivos. 
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Figura 10.1. Dogma central de la biología. La línea punteada con la cruz roja indica que no es 
posible ir desde proteína a ADN.

El genoma de organismos vegetales está contenido en cada una de sus 
células, se compone de ADN (ácido desoxirribonucleico), el cual comprende 
toda la información y las instrucciones necesarias para llevar a cabo todos los 
procesos biológicos: para que el ADN pueda llevar cabo todos estos mecanis-
mos, necesita transcribirse y traducirse, como resultado del primer proceso se 
obtendrá el ARN (ácido ribonucleico). 

Existen varios tipos de ARN, sin embargo, al que le podemos atribuir 
cierta relevancia es al ARNm, también llamado como transcrito, la produc-
ción y regulación de transcritos, es el resultado de la respuesta de la célula ante 
estímulos intra o extra celulares, estos activan vías de cascadas de señalización 
para indicar cuales son los genes que se van a expresar, o bien, si así lo requie-
re la célula, que el gen se apague de acuerdo con el aliciente inicial. El primer 
paso de la expresión génica es la transcripción que se define como el proceso 
mediante el cual se genera ARNm a partir de la secuencia de ADN de un gen 
dentro del núcleo.

El proceso de transcripción comienza con la apertura del locus (sitio 
donde se ubica un gen), de la cromatina que contiene el gen de interés con 
ayuda de la enzima principal de este proceso: la ARN Polimerasa II (Pol II), 
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que además de separar las hebras de ADN, utiliza una de las cadenas como 
molde para sintetizar la cadena complementaria de ARN. Este proceso consta 
de tres etapas: iniciación, elongación y terminación (Figura 10.2).

Figura 10.2. Proceso de transcripción. Principales etapas del proceso de transcripción de un 
fragmento de ARNm a partir de una hebra de ADN genómico.
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�	 Iniciación: La Pol II, se une a la secuencia de ADN del gen de interés en 
una región llamada promotor al inicio del mismo. Posteriormente la Pol 
II procede a separar las cadenas de ADN y se pega a una de ellas para 
usarla como molde.

�	 Elongación: La Pol II comienza a “leer” la cadena molde del ADN y em-
pieza a sintetizar su cadena complementaria en sentido 5’ a 3’ con la 
única diferencia de que contiene la base Uracilo en lugar de Timina. La 
cadena resultante se le llama pre-ARNm o transcrito ya que aun contiene 
intrones (secuencias no codificantes para aminoácidos) que deben de ser 
removidas antes de su salida del núcleo. 

�	 Terminación. Cuando Pol II ha llegado al final de la secuencia de ADN 
del gen, encontrara un terminador que al contrario del promotor le indica 
que debe de terminar de “leer” la secuencia y separarse. Las bandas de 
ADN vuelven a unirse por afinidad de bases.

Una vez se ha llevado a cabo la transcripción, al pre-ARNm se le deben 
hacer una serie de modificaciones para asegurar la eliminación de los intrones y 
asegurar su integridad una vez este salga del núcleo. Estas modificaciones son la 
adición de las moléculas cap y polyA a los extremos del transcrito que ayudaran 
a protegerlo de nucleasas (Enzimas que degradan ácidos nucleicos) nativas de 
la célula. Por otra parte, tenemos el proceso de separación de intrones o splicing 
con el fin de que al momento de la traducción se genere una proteína funcional.

La primera modificación consta de la adición de un nucleótido de guani-
na al cual se le ha agregado un grupo metilo (CH3) en la posición del carbono 
7 mediante un proceso llamado metilación. Esta guanina se une al extremo 
5’ de la cadena de pre-ARNm, mediante un enlace trifosfato 5’-5’. Posterior-
mente la enzima Poli A polimerasa, comienza a añadir en el extremo 3’ del 
pre-ARNm de 100 a 200 residuos de adenina que ayudan a proteger el ARNm 
de la degradación causada por nucleasas encontradas en el citoplasma.

La segunda modificación es la remoción de los intrones mediante el spli-
cing, el cual comienza con el reconocimiento de los intrones por un sistema 
enzimático llamado Spliceosoma y posterior corte y eliminación de estas secuen-
cias “basura”. Terminado este paso tenemos un ARNm maduro que puede ser 
transportado al citoplasma de la célula y seguir con el proceso de traducción.

La traducción como tal, se define como el proceso en el cual el ARNm ma-
duro es leído en codones por los ribosomas en el citoplasma y traducido a una 
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secuencia de aminoácidos. Esta traducción está definida por el código genético 
que establece la relación que existe entre los codones de una secuencia y el ami-
noácido específico para el que codifica. Este mecanismo se lleva a cabo de igual 
manera en 3 pasos que son: iniciación, elongación y terminación (Figura 10.3).

Figura 10.3. Proceso de traducción. Principales etapas de procesamiento de un ARNm 
maduro a proteína (Adaptación de Berg J. et al. (2002)).
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�	 Iniciación: los ribosomas se acoplan alrededor del ARNm y comienzan 
a leerlo a partir del primer codón llamado de iniciación (AUG en eu-
cariontes), posteriormente con la ayuda de una molécula de ARN de 
transferencia (ARNt) que tiene como función llevar el aminoácido codi-
ficante al codón leído, que en este caso siempre se trata de metionina (en 
eucariontes) y así comenzar con la traducción.

�	 Elongación: durante esta etapa los ribosomas van leyendo codón por 
codón y agregando con ayuda de los ARNt los aminoácidos correspon-
dientes a la cadena de péptidos que inició con metionina.

�	 Terminación: al acercarse el final de la cadena de ARNm, los ribosomas 
encontrarán uno de los siguientes codones: UAA, UAG, UGA llamados 
codones paro que les indican a los ribosomas que ha llegado el final del 
transcrito y por tanto deben de detenerse y liberar la cadena de aminoá-
cidos (polipéptido).

Métodos para analizar la expresión del gen 

Existen múltiples herramientas moleculares que en conjunto ayudan a com-
prender y visualizar que genes y cuanto llegan a expresarse en diferentes órganos 
y/o bajo determinadas condiciones. La primera técnica de expresión fue el Nor-
thern blot; que consiste en la hibridación de una cadena de ARNm con un gen 
o fragmento de ADN específica llamado sonda, el cual está marcado radio-
activamente. Esta técnica consiste en una electroforesis del ARNm en un gel 
desnaturalizante y posteriormente es transferido a una membrana de nitrocelu-
losa y posteriormente se hibrida con la sonda (gen marcado) sondas que se unen 
al ARN y por último se coloca una película de rayos X y posteriormente se revela 
la película y se observa en esta las manchas. Otra de las técnicas que fueron más 
utilizadas –y aún se siguen utilizando– es el RT-PCR. Esta técnica consiste en la 
extracción de ARNm y posteriormente es convertido a ADN complementario 
(ADNc) por la enzima transcriptasa reversa. El ADNc es utilizado como molde 
para la PCR donde se utilizan oligonucleótidos específicos del gen de interés.  

En la actualidad tanto el RT-PCR como el Northern blot son poco utiliza-
das ya que existen más y mejores técnicas gracias a la secuenciación de nueva 
generación tales como: los transcriptomas, las librerías de ADNc y los análisis de 
PCR en tiempo real (qPCR). Esta última es una de las más importantes e indis-
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pensables para el análisis de expresión ya que ya que permite con certeza medir 
que tanto se expresa un gen en un momento, condiciones y órgano específico. La 
teoría de esta técnica radica en la fluorescencia emitida cada que se lleva a cabo 
la síntesis de una nueva cadena de ADN, la cual es detectada por foto sensores 
incluidos en el equipo de qPCR como ya se mencionó en capítulos anteriores.

La base de la expresión génica y su regulación se basa principalmente en 
una serie de cambios y modificaciones que afectan directamente al ARNm, en 
diferentes etapas de su desarrollo. Estos cambios pueden ocurrir durante el spli-
cing de los intrones, en las etapas traducción y postraduccional y sobre todo son 
motivo de pequeñas variaciones inducidas en el medio ambiente del organismo, 
como lo son cambios en la luz, temperatura, hidratación, pH del suelo, etc, etc. 

Sin embargo, estos cambios pueden llegar a ser imperceptibles a simple 
vista, es por ello que se han desarrollado diferentes técnicas bioinformáticas 
como la secuenciación de nueva generación y la construcción de librerías de 
ADNc y transcriptomas que permite monitorear estos cambios.

Otra manera de analizar la expresión de un gen de interés es mediante la 
aparición y correlación con un microARN (miARN) característico, esto debi-
do a que los miARN son elementos reguladores específicos de genes. Con esto 
en mente, se puede saber si un gen se expresa o no, analizando si el miARN 
que es específico para ese gen está presente o no. Incluso la relación que existe 
entre los niveles de expresión de un miARN y su gen objetivo ha sido utilizada 
para tener conocimiento en qué etapas, estreses o bien periodos de desarrollo 
del organismo un gen este encendido y en cuales debe ser apagado.

Transcriptomas 

Un transcriptoma se define como la identificación y cuantificación total de 
moléculas de ARNm que están presentes en una célula, tejido, órgano u or-
ganismo bajo una condición y un momento dado, a los cuales se les conocen 
como transcritos, y la relación de estos con la expresión diferencial de cada 
uno de los genes que hacen posible dicha expresión. 

En esencia un transcriptoma es la colección de ARNm producidos por 
una planta, en un tejido bajo tiempos y condiciones especificas.. De alguna 
forma se podría decir que es una foto exacta de los genes expresándose en 
ese momento determinado. Ahora bien, esto tiene más aplicaciones que saber 
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simplemente la producción total de ARNm de la planta, por ejemplo, al indu-
cir un tratamiento deseado a otra planta de la misma especie y generar otro 
transcriptoma, ambos se comparan y se observan los cambios en los genes 
expresados. A este tipo de análisis se les conoce como:  expresión diferencial 
de genes, el cual indica, si los genes expresados son los mismos o se expresa-
ron otros genes o por el contrario dejaron de expresarse e incluso determinar 
que tanto se expresa un gen con respecto a su parte control. El transcriptoma 
también es una herramienta importante y casi indispensable para la obtención 
de datos valiosos correspondientes a la parte de regulación en la expresión de 
un gen determinado, puesto que no solamente se puede inducir cambios en la 
expresión de un gen con estímulos ambientales, sino también se puede utilizar 
una serie de herramientas moleculares para silenciar o regular la expresión de 
un gen y comparar estos niveles con los originales de la planta control. Estos 
mecanismos se basan principalmente del silenciamiento de genes mediante 
mutaciones con químicos, Knock Out por ARN antisentido o bien ARNs pe-
queños de interferencia (siARN), este último siendo una de las técnicas más 
populares y específicas que existen. 

Se debe tomar en cuenta que no todos los genes se transcriben al mismo 
tiempo, sino que, cada gen se regula de forma individual, por lo que sólo se 
van a transcribir los genes que tienen relevancia en la respuesta a cierto estí-
mulo y bajo cierta circunstancia (Fig. 10.4). También existen genes que pueden 
permanecer apagados y al haber otro estímulo o cambio de situación se va a 
requerir que se enciendan, iniciando así su propia transcripción. La colección 
de todos estos transcritos presentes en la célula se le llama Transcriptoma.

Figura 10.4. Ejemplificación de la diferencia de expresión entre distintos genes de un mismo 
individuo, bajo un mismo estímulo.
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En la actualidad a través de la secuenciación de nueva generación (NGS, 
Next Generation Sequencing) y gracias a la implementación de la técnica de la 
secuenciación directa del ARN (ARN-seq), ha sido posible la caracterización 
y análisis completo de una célula sin ninguna información genómica previa, 
a lo que se le conoce como transcriptoma De novo, a un bajo costo y con muy 
altos rendimientos.

Pasos para la construcción de un transcriptoma

Para llevar a cabo la secuenciación de nueva generación con el fin de obtener 
un transcriptoma, se deben de seguir una serie de metodologías desde la ex-
tracción de ARN hasta el ensamble de las secuencias; la siguiente información 
se describe de manera sintetizada en la Figura 10.5.

Figura 10.5. Diagrama en el que se muestran la metodología a seguir para realizar 
un transcriptoma de novo. 
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En este texto se describe sólo una de las aplicaciones de ARN-seq, el 
transcriptoma De novo, exponiendo algunas metodologías utilizadas y de las 
cuales se han obtenido resultados favorables (descripción de la Figura 10.5), el 
material biológico utilizado es de origen vegetal de la familia Cactaceae. 

Paso 1: extracción de ARN total

El ARN total del material vegetal se extrajo con el reactivo TRIzol (Invitro-
gen), al final cada pastilla se resuspendió en 30 mL de agua DEPC. La pureza e 
integridad de las muestras se analizaron en el equipo Agilent 2100 Bioanalyzer 
ARN 6000 Nano Assay chip (Agilent Technologies, Stockport). Se sintetizó el 
ADNc y con este se realizaron las bibliotecas.

Paso 2: Generación de ARN-seq

Existen varias plataformas y estrategias para la secuenciación directa del 
ARN (ARN-seq), entre los cuales se pueden clasificar en tres tipos principa-
les: 1) Secuenciación por Síntesis; donde realiza una librería de ARN, se ligan 
adaptadores a cada una de las secuencias, se amplifican para mejorar la señal 
fluorescente y colocan en celdas de flujo para su posterior secuenciación. Se-
cuenciadores más utilizados en esta técnica: Roche 454 pyrosequencing, Ion 
Torrent y la más utilizada Illumina. 2) Secuenciación por Ligación: Este mé-
todo usa oligonucleótidos en presencia de fluorescencia; como ejemplo esta la 
técnica de SOLiD y polonator, y 3) Secuenciación de molécula única: Produce 
una señal de oligonucleótidos detectada por quimioluminiscencia, entre las 
técnicas más comunes se encuentran: Helicos y Pacific Biosceinces.

Paso 3.- Secuenciación en plataformas Illumina

En las plataformas Illumina las bibliotecas de ADNc son diluidas y cargadas 
en una celda de flujo, aquí se lleva a cabo una amplificación por PCR-puente. 
Esta PCR se realiza  con el fin de formar un cluster anclado a una base sólida, 
se lleva a cabo por nucleótidos marcados por fluorescencia, estos nucleóti-
dos hacen el papel de cebadores creando puentes facilitando la amplificación 
elongando la cadena, el nucleótido marcado es excitado y su manifestación 
lumínica es captada por un sistema óptico. Los resultados obtenidos de cada 
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cluster son procesados para formar un calling y así producir las lecturas, está 
metodología se realiza en ambos sentidos forward y reverse conocidas como 
secuencias paired-end (Fig. 10.6).

Figura 10.6. Secuenciación por síntesis  masivo ARN-seq, en la plataforma Illumina. El 
proceso utiliza el principio de amplificación en puente y el marcaje por fluorescencia de 

terminadores reversibles. A) Los adaptadores de los extremos de las secuencias ligándose por 
complementariedad a cebadores adheridos a una “Flow cell”, los amplicones permanecen de esta 

manera hasta la próxima desnaturalización en la cual permitirán la formación de un nuevo puente 
y así dar pie a la amplificación. B) el amplicón se  genera a partir de oligonucleótidos únicos para 
los adaptadores, en cada flujo los cebadores con fluorescencia elongan la cadena. C) se unen las 

bases complementarias a la cadena por una fuente lumínica excitando el fluoróforo del nucleótido  
añadido. D) el resto de los nucleótidos son eliminados y el ciclo se repite nuevamente. 

Paso 4.- Control de calidad de las secuencias obtenidas

A) Análisis con el programa FASTQC

Se realiza el análisis de la secuencia obtenida con la plataforma Illumina 
mediante el programa FastQC, el cual permite analizar las calidades de las 
secuencias obtenidas. 
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B) Fastq_quality_filter

Posteriormente se realiza un filtrado de las secuencias con la herramienta Fas-
tq_quality_filter, esto a partir del gráfico de la “calidad de secuencia por base”, 
que nos muestra el promedio y el rango de los valores de calidad de secuencia 
a lo largo de la lectura, esto por medio del comando:

$fastq_quality_filter -v Q 64 -p 32 -q 80 -i *MB1R1_trimmer. Fastq -o 
*MB1R1_filter.fastq

Donde:

– i: input file 
– o: output file 
– v: report number of sequences 
– Q 64: determines the input quality ASCII offset (in this case 64). 
– q 32: the quality value required. 
– p 80: the percentage of bases that have to have that quality value

A las secuencias obtenidas se les vuelve a verificar la calidad mediante el 
programa FASTQC 

C) Ensamble de las secuencias 

Para el ensamble de las secuencias a partir de los datos de ARN-seq sin un 
genoma de referencia, se usó el programa Trinity, el cual se compone de 3 
módulos: 1) Inchworm el cual reconstruye eficientemente secuencias espe-
cificas consecutivas unas a otras y superpuestas (contings) de transcriptos 
lineales, 2) Chysalis que superpone los  contigs en conjuntos de componentes 
conectados, y construye gráficos completos de Bruijn para cada componente 
y 3) Butterfly que reconstruye transcritos aceptables de longitud completa al 
comparar los gráficos individuales de Bruijn generados en el módulo ante-
rior con las lecturas originales y a partir de esto reconstruir transcripciones 
distintas para empalmar isoformas y genes parálogos (Figura10.7).
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Figura 10.7. Representación gráfica del ensamble de novo utilizando el programa Trinity.

D) Anotación del transcriptoma

Todos los unigenes fueron anotados mediante un análisis de similitud de 
secuencias realizado en la plataforma BLASTx, la cual las contrasta con Ara-
bidopsis thaliana (www.arabidopsis.org) y también se buscó la referencia de 
proteínas vegetales.

Para los genes no referenciados se utiliza el programa  WEGO y la herra-
mienta KEGG, con los cuales se puede determinar la ontología de un gen no 
caracterizado en un organismo determinado. La identificación de los marcos 
abiertos de lectura presentes en cada contig, se realizó con el programa Trans-
Decoder. Posteriormente, se utilizó Blast2GO, para asignar un conjunto de 
categorías jerárquicas, u ontologías génicas, a partir de la homología entre la 
proteína predicha para cada contig.

Ejemplos de transcriptomas de novo y diferenciales 

A la fecha son muchos los transcriptomas que se han hecho ya que, cada vez 
es más sencillo y barato acceder a las tecnologías de secuenciación de nueva 
generación (SNG) como es el ARN-seq, haciendo que la transcriptómica sea 
más redituable que tecnologías anteriores, considerando el costo- beneficio.

En el área vegetal, uno de los mejores ejemplos de transcriptomas di-
ferenciales es el de  Oryza sativa, en el que se observó la regulación de la 
expresión génica en brotes de arroz expuestos a diferentes concentraciones 
de cadmio (Sun et al. 2019). En Arabidopsis thaliana, se realizó un análisis di-
ferencial de genes que codifican a receptores que crean patrones moleculares 
asociados a patógenos comunes. Hay transcriptomas en cactaces y en agaves, 
por ejemplo esta el de Agave sisalana, donde se identificaron algunos genes 
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relacionados con el estrés, el de  Hylocereus undatus, se realizó un ensamble 
de novo y un análisis diferencial en genes relacionados con la inducción floral 
y en Mammillaria bombycina se realizó un ensamble de novo para dilucidar 
algunos genes implicados en la homeostasis de la cactácea bajo condiciones 
de estrés abiótico.

Los miARN y la regulación genética 

El mecanismo de silenciamiento o regulación genética mediante el uso de ARNs 
pequeños (ARNp) se ha vuelto increíblemente popular debido a que ha sido 
identificado como uno de los mecanismos naturales de regulación mayor-
mente conservado entre los eucariontes. Los principales tipos de ARN que han 
tenido mayor auge son los ARN de interferencia (ARNi), los ARN pequeños 
de interferencia (ARNsi) y micro ARN (miARN). 

Los miARN son fragmentos de ARN de entre 18 a 22 nucleótidos, no 
codificante que actúan de manera específica regulando la expresión de genes, 
estos se encuentran en el genoma de todas las células eucariontes. Estos se 
sintetizan a partir de regiones en forma de bucle provenientes de precurso-
res de transcritos endógenos, estas regiones se conocen como pre-miARN, las 
cuales posteriormente forman un complejo dúplex de ARN por la acción de 
una endoribonucleasa III (Dicer-like1). El miARN maduro se une a la proteí-
na argonauta (AGO1), formando un complejo proteico de silenciamiento de 
genes inducido por complementariedad de ARN llamado RISC que causa la 
degradación de un ARNm o bien la represión transcripcional (Fig.10.8).

La manera en que actúa este sistema proteico llamado RISC, por sus 
siglas en ingles de ARN-induced silencing complex, comienza al unirse a la se-
cuencia de miARN y llevarla con precisión al gen objetivo, una vez ahí tiene 
dos mecanismos de acción: el primero se basa en la regulación postranscrip-
cional, en donde el complejo RISC se une al gen objetivo y este lo corta como 
una enzima de restricción, y el segundo que es mediante el bloqueo durante la 
transcripción de ADN a ARNm, ya que el complejo RISC se pega a la cadena 
de ADN evitando que la Pol II actúe.
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Figura 10.8. Biosíntesis de miARN en 
plantas. A) Los miARN de plantas son 
transcritos a partir de secuencias no 
codificantes entre genes por la ARN 
polimerasa II (ARNPol II) con ayuda de 
los cofactores NOT2, CDK, CPL y CDCS 
generando un producto llamado pri-
miARN. B) El pri-miARN es modificado 
en su extremo 5’ por la Cap Binding Protein 
(CPB). C) El complejo ARNPol ll pliega la 
hebra de ARN consigo misma atrayendo a 
la CPB y formando el bucle característico 
de los miARN. Esta estructura lleva el 
nombre de cuerpo D (D-bodies) y es 
estabilizada por la proteína DAWDLE 
(DDL). D) La reacción anterior genera el 
plegamiento de los factores PRL1 y SE que 
ayudan al plegamiento de la enzima Dicer 
Like-1 (DCL1) al complejo ARNPol ll. E) 
La enzima HLY1 fosforila los extremos del 
bucle del pri-miARN activando la acción 
de corte de DCL1 (líneas punteadas). F) 
Una vez cortado el bucle la estructura 
recibe el nombre de pre-miARN, el cual 
es metilado en sus extremos (puntos 
rojos) por la enzima HEN1 que desplaza 
al factor SE y deja al pre-miARN listo para 
su exportación al citoplasma con ayuda de 
la enzima HASTY. G) Uno de los extremos 
del pre-miARN pierde su grupo metilo y es 

degradado por la nucleasa ARN Degrading Nuclease (SDN). La hebra restante es el miARN maduro 
que posteriormente se une a una proteína AGO1 formando el complejo de silenciamiento dirigido por 
ARN, RISC. H) El complejo RISC es llevado hasta el ARNm objetivo para su regulación (Adaptación 
de Voinnet O. (2009); Achkar N. et al. (2012))
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En plantas se ha observado que las secuencias de miARN tienen una alta 
complementariedad con su gen objetivo, con máximo cinco diferencias entre 
las secuencias de miARN y gen objetivo y aun así tener actividad catalítica 
sobre el gen.

Como ejemplo, en el 2005 un grupo de investigadores liderado por el 
Dr. Schwab, demostró la actividad del miARN 159, sobre un gen objetivo con 
cinco diferencias entre sus secuencias, resultando en la regulación negativa del 
gen de interés. Además de esto en el 2015 un grupo de investigadores, demos-
tró que, aunque no sea un objetivo específico y conservado evolutivamente 
entre especies, se da la regulación, lo que indica, en conjunto con el cambio 
evolutivo de ARNm, el miARN cambia a la par. Estos hallazgos resaltan el 
hecho de que miARN maduros, así como las secuencias de sus genes objetivos 
están altamente relacionadas y conservadas entre diferentes especies de plan-
tas. Esto se ha logrado mediante la secuenciación de ARN, herramienta con la 
cual se pueden caracterizar e identificar los ARNp expresados en una planta.

En años recientes se han descubierto que muchas de las secuencias de 
miARN en plantas están conservadas entre especies, sobre todo los correspon-
dientes a estrés hídrico. Sin embargo, en otros estudios también otros tipos de 
miARN se han descrito y encontrado entre especies por ejemplo, los respon-
sables de la regulación de genes de maduración en frutos climátericos . Esto 
genera la posibilidad a que un perfil completo de miARN de una planta puede 
ser comparado con un transcriptoma de la misma planta y así encontrar posibles 
genes objetivos de los miARN. 

En este capítulo se explicará a detalle la manera para construir y analizar 
una biblioteca y perfil completo de miARN en una planta, además de ejempli-
ficar su desarrollo con material vegetal del fruto del guayabo.
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Construcción de Bibliotecas de miARN 

a) Cuantificación y verificación de la integridad de las muestras

Utilizando la metodología de extracción de ARN mencionada anteriormente, 
se trabajó con muestras de fruto de guayaba en estadio maduro. Se calcula la 
concentración de las muestras y se realiza una electroforesis en un gel desna-
turalizante de poliacrilamida, para comprobar la integridad y calidad del ARN 
(Fig. 10.9).

Figura 10.7. Extracción de ARN total. Flecha verde: banda correspondiente a la subunidad 
ribosomal 28 S. Flecha roja subunidad 18 S ribosomal. Corchete amarillo, localización de los 

ARNp, ARNt, miARN.

b) Aislamiento de microARNs a partir de muestras de ARN total

Se cortan las áreas del gel de poliacrilamida donde se encuentran las bandas 
correspondientes a 20 y 27 pares de base del marcador de peso molecular. 
Posteriormente los cortes se dividen en 6 microtubos y se les agrega 700 µL de 
agua tratada con DEPC, estéril y se dejan eluir durante toda la noche a 5 °C. 

Las muestras eluidas junto con la poliacrilamida se recuperan con una 
jeringa de 5 mL conectada a un filtro estéril el cual impide el paso de partículas 
no deseadas de poliacrilamida, pero sí la recuperación del sobrenadante. Las 
muestras fueron colectadas en un tubo nuevo de 1.5 mL, se afora con agua 
destilada estéril hasta un volumen de 500 µL por tubo. A continuación, los 
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miARN se precipitan utilizando acetato de sodio 3 M, glicógeno puro, etanol 
absoluto (2 volúmenes) y se incuban a -20 ºC durante 8 horas.

c) Ligación del adaptador 3’

Para este caso se utilizó el adaptador 3’ de secuencia: 5’ rAppCTGTAGGCAC-
CATCAAT–NH2 3’, la cual contiene un grupo amino (NH3) en su extremo 3’ 
que previene la ligación consigo mismo, además de tener una adenilación acti-
va en su extremo 5’ que la ARN ligasa reconoce y ayuda a la ligación covalente 
con el OH del extremo 3’ del miARN, sin la necesidad de ATP (Fig. 10.10).

Figura 10.10. Ligación del adaptador 3’ Linker1. Estructura y plegamiento del extremo 5’ del 
adaptador Linker1 a la secuencia de miARN en su extremo 3’, con la enzima T4 ARN ligasa. 

El extremo 3’ del adaptador está desactivado mediante una dideoxicitidina para evitar el 
plegamiento consigo mismo.

d) Ligación del adaptador 5’

Para este paso, se utilizó el producto de la marca Illumina ®, ya que la ma-
yoría de los secuenciadores de nueva generación son de esta marca y están 
programados para reconocer estas secuencias. Al igual que la parte 3´estas 
secuencias se caracterizan por la falta un grupo fosfato en su extremo 5’, lo 
que lo hace particularmente vulnerable a ligarse consigo mismo en su propio 
extremo 3’ (Fig. 10.11).

Adaptador Linker 1

Adenilación

N

N N

N
O

O
O
P P
O

O

O
O OH

HOHO

N2H
miRNA

5’NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN3’ 5’  rAppCTGTAGGCACCATCAAT-NH2 3’

Unión mediante
la T4 ARN ligasa

Sitio inactivado
con una dideoxicitina
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Figura 10.11. Ligación del adaptador 5’. a) Unión deseada entre la primera ligación 
y el RA5 en el extremo 5’. b) Producto vacío o no deseado, en donde dos adaptadores RA5, 

se pliegan en sus extremos 3’ y 5’.

e) Síntesis de ADN complementario del producto de las ligaciones

Para este paso, se puede utilizar cualquier kit para síntesis de ADNc.  Sin em-
bargo, hay que tener en cuenta que se necesita introducir un oligonucleótido 
especialmente diseñado para ser la reversa complementaria exacta del adap-
tador 3´, así como del adaptador 5´, el cual, para propósitos demostrativos, 
elegimos el Illumina adapter, esto con la finalidad de tener un oligonucleótido 
que sea capaz de también transcribir esta parte a ADNc, como se muestra en 
la figura 10.12.

miRNA-Linker1

Linker1

miRNA

a

b

RA5 Illumina Adapter

Unión mediante
ARN ligasa

5’ GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC 3’ 5’ NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGTAGGCACCATCAAT-NH2 3’

Unión mediante
ARN ligasa

5’ GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC 3’ 5’ GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC 3’
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Figura 10.12. Síntesis de ADNc de la librería de miARN. Estructura del oligonucleótido 
BRIDGE RT y síntesis de ADN complementario (ADNc) de los productos ligados 

anteriormente.

f) Asignación de índices para las librerías de miARN

Los índices son secuencias específicas de 6 pares de base que se colocan cerca del 
extremo 3’ de la construcción y se utilizan como identificación de cada librería 
en el momento de la secuenciación. Para este ejemplo, se utilizaron los índices 
de reconocimiento Illumina, del kit Illumina Adapter Sequences, TruSeq Small 
ARN, de la serie C, se usaron los números 2, 4, 5, 6, 11 y 12 (Tabla 10.1). Los 
índices, fueron agregados a la construcción mediante PCR, los pasos descritos 
se mencionan en el siguiente punto.

Tabla 10.1. Secuencias de los índices Illumina utilizados.

Índice Secuencia
C2 CGATGT
C4 TGACCA
C5 GTGACA
C6 GCCAAT

C11 CTTGTA
C12 TACAAG

5’ GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGTAGGCACCATCAAT-NH2 3’

5’ CAAGTCTCAAGATGTCAGGCTGCTAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGACATCCGTGGTAGTTAGACCTTAAGAGCCCACGGTTCC 3’

5’ GACATCCGTGGTAGTTAGACCTTAAGAGCCCACGGTTCC 3’

ADNc de librería

Secuencia 
de reconocimiento illumina

Oligonucleótido BRIDGE RT

Producto ligado
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g) Amplificación de ADNc de microARNs y plegamiento de índices

Una vez terminada la construcción de los miARN, ha llegado el momento de am-
plificarlos mediante la técnica molecular de RT-PCR, esto ayuda a incrementar el 
número de secuencias obtenidas y así poder alcanzar buenos rendimientos para 
la secuenciación. Se puede utilizar cualquier kit de PCR comercial (Fig.10.13). 
Se recomienda usar un programa de no más de 20 ciclos, debido a que entre 
mayores ciclos se lleven a cabo, mayor cantidad de secuencias “basura” (adapta-
dores y oligonucleótidos ligados entre sí, construcciones vacías sin miARN, etc, 
etc.) se generará y por lo tanto, no se tendrán secuencias limpias.

Figura 10.13. RT-PCR e inserción de índices a las librerías de miARN. a) ADNc 
complementario obtenido. b) Oligonucleótido con adaptadores illumina 5’ y oligonucleótido 

adaptador illumina 3’ que incluye la secuencia índice para cada librería. c) Construcción 
completa de librería de miARN.

h) Verificación electroforética de PCR y aislamiento de librerías.

Los fragmentos amplificados se verifican mediante una electroforesis de gel 
de poliacrilamida. Al terminar la electroforesis, el gel se tiñe con bromuro 
de etidio durante 7 minutos y se observa con ayuda del fotodocumentador. 
Posteriormente, se realiza la recuperación de la banda que corresponde a la 
construcción completa que oscila entre los 150 y 165 pares de bases (Fig.10.14). 

ADNc

Producto de RT-PCR (librería completa)

Índice

Oligonucleótido adaptador illumina 5’ Oligonucleótido adaptador illumina 3’

a)

b)

c)

5’ CAAGTCTCAAGATGTCAGGCTGCTAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGACATCCGTGGTAGTTAGACCTTAAGAGCCCACGGTTCC 3’

5’ AATGATACGGCGCCACCGAGATCACACGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATG 3’
5’ ACCTTAAGAGCCCACGGTTCCTTGAGGTCAGTGCGATGTTAGAGCATACGGCAGAAGACGAAC 3’

5’ AATGATACGGCGCCACCGAGATCACACGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGACATCCGTGGTAGTTAGTGCGATGTTAGAGCATACGGCAGAAGACGAAC 3’

5’ CAAGTCTCAAGATGTCAGGCTGCTAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGACATCCGTGGTAGTTAGACCTTAAGAGCCCACGGTTCC 3’
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Esto concluye la construcción de nuestras librerías de miARN. Sin embargo, 
el trabajo apenas comienza, ya que después de esto se manda a secuenciar las 
librerías y posteriormente analizarlas bioinformática y estadísticamente. En 
esta parte, existen un gran número de programas de libre acceso y de paga que 
podrán facilitarnos estos pasos, uno de los más recomendados por los autores 
de este libro es el CLC Genomics Workbench, en cualquiera de sus versiones, 
debido a la gran cantidad de herramientas y amigable interfaz para utilizarlas.

Figura 10.14. Electroforesis de RT-PCR de librerías de miARN. Flecha roja: banda de 160 nt 
correspondiente a una librería de miARN correcta.

Los miARN en el fruto de guayaba

Estudios actuales han identificado, analizado y perfilado los miARN expre-
sados durante la maduración en el fruto de la guayaba mediante el uso de 
herramientas bioinformáticas y técnicas de secuenciación masiva. Para este 
caso, se realizó un análisis de miARN en el fruto de guayaba mexicana “Siglo 
XXI” variedad media china de la cual, a partir del aislamiento de ARN total, se 
construyeron 2 bibliotecas de miARN (utilizando el protocolo antes mencio-
nado) una para miARNs encontrados en estadio rayado y otra para el estadio 
maduro. La secuenciación inicial de las librerías resultó en 16,729,248 secuen-
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cias, a las que después de remover el adaptador y pasar por un filtro de tamaño 
de entre 18 y 22 pb, disminuyeron su número a 244,277. Estas secuencias fue-
ron sometidas a un análisis de similitud con el genoma de guayaba y la base de 
datos de la página web miRBase obteniendo 3909 secuencias con similitudes, 
de las cuales solo se tomaron en cuenta las pertenecientes a miARN maduros, 
resultando en 77 secuencias de miARN. Posteriormente de estas secuencias, se 
identificaron 29 familias diferentes de miARN. En el estadio maduro se obser-
vó la expresión de 27 de estas familias, mientras que en rayado sólo 17. De las 
29 familias la MIR166 fue la que expresó un mayor número de miembros con 
14 en rayado y 9 en maduro, seguida de la familia MIR482 con 8 en maduro y 
7 en rayado, y en tercer lugar la MIR 395 con 7 en maduro y 6 en rayado. 

El tamaño de los miARN está entre 18 y 25 nt, siendo el de 21 nt (84 
secuencias) el más abundante, seguido de 22 nt (24 secuencias), 20 nt (12 se-
cuencias), del resto se encontró una secuencia de 25 nt, una de 23 nt, una de 
19 nt y una de 18 nt.

Las familias 159, 160, 166, 171, 319 y 535 mostraron estar directamente 
relacionados al proceso de maduración (biosíntesis de etileno y modificación 
de pared celular), mientras que las familias 169, 395, 398, 528 y 2120 mostra-
ron una relación indirecta (factores de crecimiento y enzimas secundarias). 

Protocolo 

Protocolo 10.1 Extracción de ARN

Se extrajo ARN total del tejido expuesto a condiciones de estrés utilizando el 
kit PureZol de BioRad. Se pesaron 100 mg de tejido fresco pulverizado y se 
le agregó 1 mL de PureZol, se homogenizó y se dejó incubar por 24 h a 4 °C, 
al término de ese tiempo se le agregaron 0.2 mL de cloroformo mezclándolo 
vigorosamente por 15 min, se dejó incubar a temperatura ambiente por 24 h, 
se centrifugó a 12000 rpm por 15 min a 4 °C, se transfirió la fase acuosa a un 
tubo nuevo y se le adicionaron 0.5 mL de alcohol isopropílico, se incubó por 
5 min a temperatura ambiente por 5 min y se centrifugó a 12000 rpm por 15 
min a 4 °C, se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet adicionando 1 mL de 
etanol al 70 %, se agitó vigorosamente en vortex y se centrifugó a 7500 rpm. 
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por 5 min a 4 °C, se adicionaron 50 μL de agua libre de ARNsa (agua tratada 
con DEPC) y se almacenó a -80 °C.

Figura 10.15. ARN total de Suaeda edulis. Se observa la presencia de dos bandas 
correspondientes a las subunidades 28S y 18S del ARNr de Suaeda edulis.

Extracción de ARN de guayaba mediante  
un método CTAB modificado.

Todas las muestras utilizadas (hoja, tallo, raíz y fruto en estadios de madura-
ción verde, rayado, maduro y sobre maduro) siguieron la misma metodología 
para la extracción de ácidos nucleicos. La extracción fue con el método de 
CTAB de Doyle y Doyle (1987), con modificaciones. El buffer de lisis contuvo 
lo siguiente, CTAB 3 %, PVP 2 %, EDTA pH 8.0 al 25 mM, Tris-HCl pH 8.0 al 
100 mM, NaCl 2 M y agua destilada hasta alcanzar un volumen de 10 mL. El 
material vegetal se pulverizó con nitrógeno líquido en mortero y se le adicio-
nó inmediatamente 700 µL buffer de lisis precalentado a 65 °C, la solución se 
mezcló vigorosamente en vórtex y se incubó a 65 °C durante 5 min (agitando 
constantemente). Posteriormente se añadió 1 volumen de cloroformo–alcohol 
isoamílico 49:1, agitando vigorosamente durante 20 s y centrifugando a 13,000 
rpm durante 10 min. Seguido se recuperó la parte acuosa y pasó a un micro-
tubo nuevo, añadiendo 1 volumen de fenol–cloroformo 1:1, seguido de una 
centrifugación a 13,000 rpm durante 10 min, al finalizar se recuperó la fase 
acuosa en un tubo nuevo y se añadieron 2 volúmenes de etanol absoluto y 0.3 
volúmenes de acetato de sodio 3 M, la mezcla se incubó a -20 °C durante toda 
la noche. Se continúo centrifugando por 15 min a 13,000 rpm, se decantó todo 

28S

18S
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el sobrenadante teniendo cuidado de no despegar la pastilla del fondo. Para 
los lavados de la pastilla se añadió 1 mL de etanol al 80 %, agitando vigorosa-
mente, posteriormente se centrifugó a 10,000 rpm durante 5 min, se decantó 
el etanol y la pastilla se dejó secar parcialmente, finalmente se resuspendió en 
30 µL de agua tratada con DPEC y se guardó a -20 °C hasta su uso. Se com-
probó la integridad y calidad del ARN mediante una electroforesis en geles de 
agarosa al 1 % a 90 volts durante 40 min utilizando TAE como buffer de carga.

Figura 10.16. Muestras de ARN de diferentes tejidos de la guayaba. H) Hoja, T) Tallo, FV) 
Fruto verde, FR) Fruto rayado, FM) Fruto maduro, FSM) Fruto sobre maduro. 

Glosario

Codón: grupo de 3 nucleótidos que codifican para un aminoácido específico.
ARNm: tipo de ARN de cadena única que participa en la síntesis de proteínas.
ARN Polimerasa II: Enzima encargada de “leer” la cadena de ADN y formar 

ARNm en el proceso de transcripción.
De novo: Que se origina
Cromatina: ADN enrollado en proteínas que conforma a los cromosomas
Promotor: Secuencia de ADN que da inicio al proceso de transcripción.
Terminador: Secuencia de ADN que finaliza el proceso de transcripción.
Polipéptido: Cadena de aminoácidos

H T FV FR FM FSM

28SrARN

18SrARN

5SrARN



Capítulo 10. Expresión genética en plantas; transcriptomas y miARNs

281

Splicing: Proceso de remoción de intrones de un ARNm
Bucle: Que da una vuelta, tiene forma de broche de pelo.
Adaptador: Secuencia nucleotídica especifica de reconocimiento para siste-

mas de secuenciación illumina.
Adenilación: Proceso mediante el cual se agrega un grupo adenilo del adeno-

sintrifosfato a una molécula aceptora.
Dideoxicitidina: Nucleósido obtenido a partir de la remoción de los grupos 

OH- de una citosina.  

Abreviaturas

ARN: ácido ribonucleico
ARNm: ácido ribonucleico mensajero
ARNp: ácido ribonucleico pequeño
ARNi: ácido ribonucleico de interferencia
ARNip: ácido ribonucleico de interferencia pequeño
miARN: ácido ribonucleico micro
ADN: ácido desoxirribonucleico
ADNc: ácido desoxirribonucleico complementario
Pol II: ARN Polimerasa II
tARN: ácido ribonucleico de transferencia
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa
RT-PCR: Retro transcripción de la Reacción en cadena de la polimerasa
qPCR: Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real
AGO1: proteína argonauta 1
RISC: ARN-induced silencing complex
DEPC: dietil pirocarbonato
ATP: Adenosín trifosfato
RPM: revoluciones por minuto
ARNasa: ácido ribonucleico endonucleasa
CTAB: bromuro de cetriamonio
EDTA: ácido tetraacetico etildiamina
HCl: ácido clorhídrico
NaCl: Cloruro de sodio
TAE: Tris-base-ácido acético-EDTA
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Resumen 

Los factores ambientales desfavorables como la deshidratación, 
salinidad, elevadas o muy bajas temperaturas, entre otros, li-
mitan el crecimiento y desarrollo de muchas especies vegetales 
alrededor del mundo, causando incluso la muerte. Sin embargo, 
las plantas han desarrollado mecanismos fisiológicos, bioquí-
micos y moleculares que les permiten restablecerse y tolerar 
condiciones de diferentes tipos de estrés. Estas especies toleran-
tes al estrés son de gran interés como modelos de estudio para 
conocer los mecanismos genéticos que les confieren esa resis-
tencia y se han realizado diversas investigaciones encaminadas a 
este propósito. Por ejemplo, el análisis e identificación de genes 
responsables en la tolerancia al frío, sequía, calor, metales pesa-
dos entre otros y posteriormente su aislamiento e introducción 
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y expresión en plantas de interés agrícola. El establecimiento in vitro de plantas 
tolerantes al estrés abiótico ha permitido identificar mejor los genes asociados 
a este tipo de estrés, no obstante, aún falta camino por recorrer y es necesario 
continuar identificando los genes codificantes para enzimas clave en las rutas 
metabólicas asociadas con la resistencia a distintos factores ambientales adver-
sos. En este capítulo se aborda algunos tipos de estrés abiótico en plantas y sus 
genes asociados, así como su identificación y estudios de expresión.

Antecedentes

Los diferentes tipos de estreses como la sequía, la salinidad, el frío, las altas 
temperaturas y los metales pesados, causan cerca del 50% la reducción en la 
producción de cultivos en todo el mundo. Las plantas al ser organismos sésiles 
están continuamente expuestas a diversos cambios en las condiciones ambien-
tales. De esta manera, las variaciones en el medio ambiente que involucran 
tanto el estrés biótico como abiótico tienen efectos negativos en la mayoría de 
los cultivos económicamente importantes. 

En especial el estrés abiótico puede resultar en múltiples pérdidas para las 
plantas y los cultivos agrícolas, ya que están expuestas a un rango de diferentes 
tipos de estreses en forma individual o de manera simultánea; como son la 
alta salinidad y calor, deshidratación y calor, metales pesados y calor, que han 
demostrado dañar más a la planta que un solo tipo de estrés a la vez (Fig. 11.1). 
Por lo tanto, a través del tiempo, las plantas han desarrollado procesos adapta-
tivos, tanto a nivel molecular, como celular y sistémico, los cuales contribuyen 
a incrementar la tolerancia del estrés (Fig. 11.2).
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Figura 11.1. Efectos del estrés abiotico en plantas. Las altas y bajas temperaturas, la sequia, 
salinidad y alta concentración de metales en el medio ambiente, inducen una respuesta en la 
planta tales como la generación de especies reactivas de oxígeno (EROS), disminución de la 

fotosíntesis, crecimiento y desarrollo y rendimiento en las plantas. Elaboración propia.

Figura 11.2. Esquema ilustrativo del estrés en plantas causado por salinidad y por sequía. 
Elaboración propia.

El conocimiento acerca de la respuesta de las plantas ante el estrés abió-
tico ha avanzado mucho en los últimos años gracias a la secuenciación del 
genoma de algunas plantas y de varias herramientas de genómica y proteó-

Estrés abiótico:

Altas temperaturas
Bajas temperaturas
Sequías
Alta salinidad
Alta concentración
de metales pesados
en el ambiente

Respuesta al estrés

Aumento
de EROS

Disminución
de la actividad
fotosintética

Disminución
del crecimiento
y desarrollo
de la planta

Disminución
del rendimiento

Muerte celular
programada

Oxidación
de proteínas
y lípidos

Daño al ADN

Desbalance
del metabolismo
antioxidativo

Desbalance y toxicidad iónica
Inhibición en la toma de agua y de potasio
Bajo contenido de pigmentos fotosintéticos
Menor conductancia estmática
Desbalance hormonal y nutricional

Reducción de biomasa en raíces y hojas
Inhibición de la fotosíntesis
Cierre estomático
Decremento en el potencial de agua
en los tejidos
Desbalance hormonal
Disminución en la taza de germinación

SALINIDAD

SEQUÍA

Estrés
oxidativo

Producción
elevada

de especies
oxígeno
reactivas



288

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

mica. Sin embargo, los mecanismos de señalización del estrés abiótico han 
probado ser muy complejos y hay mucho que aprender todavía. A la fecha, 
solamente unos cuantos genes que juegan un rol crítico en la adaptación de la 
planta al estrés han sido plenamente identificados. Pocas rutas mediadoras de 
respuesta a estrés han sido descritas por completo. En este capítulo se verán 
algunos de los principales genes y metabolitos que intervienen en los dife-
rentes tipos de estrés abiótico permitiendo que las plantas puedan resistir las 
condiciones adversas y sobrevivir.

Compuestos bioquímicos y moleculares como respuesta

Metabolitos primarios y secundarios

Los principales metabolitos primarios y secundarios que se sintetizan y se 
acumulan en respuesta al estrés por calor en plantas son: la prolina (Pro), la 
glicina betaína (GB), carbohidratos tales como azúcares solubles o alcoholes 
de azúcar (polioles) o compuestos de amonio terciario y cuaternario. Estos 
compuestos también conocidos como osmolitos aumentan la estabilidad de 
las proteínas y estabilizan la estructura de la bicapa de membrana cuando las 
plantas están bajo estrés térmico, por lo tanto, su acumulación es un meca-
nismo adaptativo importante de las plantas sometidas a este tipo de estrés 
(Fig.11.3).  

Por ejemplo, se ha observado que en varias plantas la acumulación de 
Pro, GB y azúcares solubles es necesaria para regular las actividades osmóticas 
y proteger las estructuras celulares del aumento de las temperaturas y mante-
ner el equilibrio hídrico celular, la estabilidad de la membrana y amortiguar el 
potencial redox. 

Para verificar la protección que brindan los osmoprotectores contra el 
calor en las plantas, se han realizado varios estudios moleculares, por ejemplo; 
se desarrollaron plantas transgénicas de tabaco con el gen Δ2-pirrolina-5-
carboxilato sintetasa (P5CS) que está involucrado en la ruta biosintética de la 
prolina. Estas plantas mostraron una mayor acumulación de prolina con un 
potencial osmótico foliar más negativo y una mayor producción de pigmentos 
protectores involucrados en el ciclo de la xantofila. 
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Otro tipo de osmoprotector relacionado con el estrés por calor es la 
GB. En muchas plantas, se ha visto que la producción de GB en cloroplastos 
mantiene la activación de la Rubisco y prevé su inactivación térmica. Como 
ejemplo, en plantas de maíz y caña de azúcar sometidas a altas temperaturas se 
observó altos niveles de acumulación de GB, mientras que otras plantas como 
arroz, Arabidopsis y tabaco no la producen bajo esas condiciones. 

Los metabolitos secundarios como los flavonoides, las antocianinas y los 
esteroides vegetales, también están involucrados en la respuesta bajo estrés por 
calor. Existen evidencias en varias plantas como tomate y sandia que demues-
tran que los compuestos fenólicos se inducen y se acumulan protegiendo a la 
planta contra compuestos tóxicos. Las antocianinas tienen un papel importante 
en la disminución del potencial osmótico de las hojas; lo que significa mayor 
absorción y una menor pérdida de agua por transpiración. Estas propiedades 
de las antocianinas permiten que las hojas respondan rápidamente ante el es-
trés por calor o a los cambios bruscos ambientales. Los carotenoides protegen a 
las plantas de varias tensiones; por ejemplo, las xantofilas, terpenoides como el 
isopreno o el tocoferol estabilizan y protegen la membrana lipídica. En estudios 
moleculares, se ha visto que en plantas transgénicas de Arabidopsis que sobre-
expresan el gen chyB que codifica para la β-caroteno hidroxilasa (una enzima 
activa en la vía biosintética de la zeaxantina) muestra una mayor tolerancia al 
aumento de la temperatura, ya que se sugiere que la zeaxantina está involucrada 
en la prevención del daño oxidativo en las membranas.

Figura 11.3. Efectos de los metabolitos aplicados a las plantas. Elaboración propia.
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Estrés por calor

En las últimas décadas el cambio climático ha sido un gran problema para 
la seguridad alimentaria ya que afecta directamente a todas las plantas y en 
especial a las de cultivo. Se prevé que para la próxima década aumente la tem-
peratura global en un 0.3% lo que provocaría que el estrés por calor sea un 
importante factor de estrés abiótico global para muchos cultivos.  El estrés 
por calor causa severos daños en el desarrollo, morfología, fisiología, y en las 
rutas bioquímicas y moleculares de las plantas en todas las etapas vegetativas 
y reproductivas. Ante esta situación, las plantas responden de manera inme-
diata e inducen mecanismos de aclimatación evitando el estrés a corto plazo, 
ya que reorientan sus hojas para crear espacio, aceleran la transpiración para 
el enfriamiento y alteran la composición lipídica de la membrana. No solo 
es esta respuesta lo que las plantas hacen sino también exhiben un conjun-
to característico de respuestas celulares y metabólicas tales como cambios 
en la organización de las estructuras celulares, disminución en la síntesis de 
proteínas constitutivas y la transcripción y traducción acelerada de proteínas 
de choque térmico o Heat Shock Proteins (HSP, por sus siglas en inglés), la 
producción de fitohormonas como el ácido abscísico (ABA) y antioxidantes y 
otras moléculas protectoras.

Uno de los síntomas típicos del estrés por calor es la senescencia tisular, 
que se caracteriza por daño a la membrana asociado con el aumento de la 
fluidez de los lípidos de membrana, la peroxidación lipídica y la degradación 
de proteínas en diversos procesos metabólicos. Para mantener la fluidez de 
la membrana, las plantas aumentan el contenido de ácidos grasos saturados 
y monoinsaturados, modulando su metabolismo en respuesta al aumento de 
las temperaturas. En estos procesos no solo se ve afectada la membrana, sino 
también la actividad de enzimas involucradas en la acumulación de almidón y 
la síntesis de sacarosa, mediante la regulación de sus genes específicos. 

Genes relacionados con el estrés por calor 

La característica más importante contra el estrés por calor o la termotolerancia 
es la producción masiva de las proteínas HSP. Sin embargo, como la tolerancia 
al calor es un carácter multigénico, numerosos rasgos bioquímicos y meta-
bólicos también están involucrados en el desarrollo y mantenimiento de la 
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termotolerancia: actividad antioxidante, insaturación de lípidos de membra-
na, expresión y traducción génica, estabilidad de proteínas y acumulación de 
solutos compatibles. También hay que tener en cuenta que las respuestas de 
las plantas a las altas temperaturas dependen de los parámetros genotípicos, 
ya que ciertos genotipos son más tolerantes.

Varios estudios han revelado que también son importantes los factores 
de transcripción como el factor de transcripción heat shock (transcription 
factor HSF). Existen varios genes que desempeñan un papel menos crítico ya 
que su expresión disminuye; entre estos están los HSP101, HSA32, HSFA1, 
HSFA3, que han demostrado tener poco impacto en la tolerancia al calor. Esto 
indica que existe una red reguladora compleja que ofrece una protección di-
ferencial contra el estrés por calor. Por ejemplo, en mutantes de Arabidopsis 
se ha visto que en ausencia del factor de transcripción HSFA1, éstas muestran 
un nivel mínimo pero significativo de termotolerancia adquirida, probable-
mente debido a la inducción de un pequeño número de genes regulados por 
otros factores de transcripción como bZIP28. Sin embargo, los HSP son de 
particular importancia en las reacciones de termotolerancia y actúan como 
chaperonas moleculares para prevenir la desnaturalización o la agregación de 
proteínas diana, así como para facilitar el repliegue de proteínas.

También se ha visto que varios tipos de proteasas desempeñan un papel 
importante para regular las respuestas de las plantas al estrés por calor. Por 
ejemplo, se ha encontrado que la proteasa FtsH11 de Arabidopsis está invo-
lucrada en la tolerancia general a las altas temperaturas ya que actúa a través 
de la degradación de proteínas de la membrana tilacoide no ensambladas. 
Otro ejemplo es la proteasa HOT5, que codifica un alcohol deshidrogenasa 
que funciona como nitrosoglutatión reductasa, también es necesario para la 
supervivencia bajo calor, revelando un posible papel del óxido nítrico (NO) en 
la termotolerancia y el desarrollo de las plantas.

Otro tipo de proteínas involucradas en la protección contra calor en 
plantas y en varios tipos de estrés son las proteínas abundantes en embrio-
génesis tardía (LEA por las siglas en inglés Late Embryogenesis Abundant), 
la ubiquitina y las dehidrinas que desempeñan un papel importante en la 
protección contra el calor y el estrés por sequía. Por ejemplo, las proteínas 
LEA pueden prevenir la agregación y proteger a la enzima citrato sintasa 
(involucrada en la producción de ATP) de condiciones de deshidratación 
como el calor y el estrés por sequía. Del mismo modo, la síntesis de ubiqui-
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tina y ubiquitina conjugada durante los primeros 30 minutos de exposición 
confiere un mecanismo importante de tolerancia al calor en el mezquite y 
la soja que experimentan estrés por calor.

La familia AP2/ERF son factores de transcripción (FTs) específicos de 
plantas, que incluye a las DREBs (por sus siglas en inglés, dehydration-res-
ponsive element-binding protein), que son activadores de la expresión de 
los genes de respuesta ante estrés abiótico. Por ejemplo, el DREB2 funciona 
durante la respuesta ante estrés por calor, estrés osmótico y deshidrata-
ción mientras que DREB2A y DREB2B son inducidos a temperaturas altas. 
En Arabidopsis DREB2A juega un papel importante: una deleción de esta 
región transforma DREB2A en una forma constitutivamente activa (DRE-
B2A CA), la sobreexpresión de DREB2A CA en Arabidopsis transgénica 
potencia la tolerancia a altas temperaturas.

OsDREB2B codifica FTs tipo DREB2A para mejorar la tolerancia al 
estrés por calor en arroz. La expresión de OsDREB2B es regulada a través 
de un splicing alternativo y genera dos tipos de transcritos, nombrados, 
en su forma funcional, proteínas de longitud completa, y en su forma no 
funcional, proteínas con codones de paro prematuros. 

Estrés por frío 

Se ha observado que un bajo flujo de fotones fotosintéticos puede repercutir 
en una baja concentración local de azúcares, lo cual puede hacer que ciertos 
tejidos sean más susceptibles a daño por bajas temperaturas. El daño por con-
gelamiento es debido generalmente a una deshidratación celular acompañada 
de formación de hielo extracelularmente, en ambos casos el metabolismo ce-
lular se ve interrumpido. El gen OpsDHN1 codifica para una dehidrina que se 
sobre expresa ante la presencia de frío y su expresión va en aumento cuando 
hay un proceso de aclimatación. Un ejemplo de la excelente adaptación que 
pueden tener las plantas ante un estrés por temperaturas extremas son el cac-
tus arborescente sin espinas Nopalea cochenillifera, nativo del sur de México y 
Opuntia robusta que es otro cactus arborescente, nativo del centro de México, 
ambos son importantes para la cosecha de la tuna (fruto comestible); estas 
especies pueden producir biomasa sustancial en regiones semiáridas sin irri-
gación. En las especies antes mencionadas, se analizó la tolerancia a distintas 
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temperaturas en tallos y raíces y el efecto que tiene la aclimatación a la sequía; 
y se observó la muerte de la mitad de las células de tallos y raíces cuando se 
expusieron 60 minutos a temperaturas de 7 °C y a 57 °C; sin embargo, cuando 
se aclimataron paulatinamente a altas y bajas temperaturas, la muerte se dio a 
los 4 °C y a los 65 °C. 

La aclimatación envuelve muchos factores, por ejemplo, se ha observado 
que la aclimatación de los tallos de Ferocactus viridescens y Opuntia ficus es 
similar a la de N. cochenillifera y O. robusta, pero el rango de tolerancia alcan-
zado es mucho más amplio en especies como Opuntia fragilis que se extiende 
por norte América hasta Alberta, Canadá, y que cuando es aclimatada puede 
tolerar 60 minutos a -40°C, que es aparentemente la más alta tolerancia a bajas 
temperaturas que se ha demostrado que existe en las cactáceas. 

También se ha demostrado que la acumulación endógena de ABA se ve 
modificada con los cambios de temperatura, esto es, la concentración de ABA 
va aumentando conforme la temperatura va disminuyendo, de tal modo que, 
a temperaturas de 30 a 20 °C se obtienen cantidades de 0.4 pmol/g de peso 
fresco de ABA, pero al disminuir la temperatura de 10 a 0 °C, el peso fresco de 
ABA en O. ficus-indica se ha logrado incrementar a 84 pmol/g y a 49 pmol/g 
en O. fragilis. La aplicación exógena por aspersión de ABA, ha logrado que 
algunas plantas potencien su tolerancia al frío incrementando su resistencia 
0.5 °C en F. viridescens, 4.1 °C en O. ficus-indica, pero en O. fragilis el aumento 
en la tolerancia fue de hasta 23.4 °C. 

Estrés por sequía

En las últimas décadas y como consecuencia del cambio climático en muchas 
partes del mundo, la escasez de las lluvias ha sido uno de los problemas graves 
para el desarrollo y crecimiento de las plantas. Sin embargo, bajo condiciones 
naturales y a lo largo del tiempo, las plantas han sufrido algún tipo de estrés 
por déficit hídrico lo que ha provocado que algunas adquieran resistencia o 
tolerancia ante estas situaciones. 

Por ejemplo, en el estrés por sequía el decremento de agua ocurre de-
bido a su escasez en el suelo y/o en la atmosfera. A diferencia del estrés por 
frio, en el que la disminución en el contenido celular de agua ocurre debido 
a la llamada sequía fisiológica causada por la inhabilidad para transportar el 
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agua disponible del suelo a las células vivas, principalmente a las de las hojas 
mesófilas. Mientras que en el estrés causado por salinidad la falta de agua en 
la célula es consecuencia del decremento del potencial de agua externo que se 
genera durante el aumento en la concentración de iones (principalmente Na+ 
y Cl-) y que causa dificultad en la toma de agua por las raíces y su transloca-
ción a las actividades metabólicas de las células activas. 

De acuerdo a los requerimientos de agua, las plantas se pueden clasificar 
en tres grupos: 1) las hidrófitas, son las plantas que están adaptadas vivir total 
o parcialmente sumergidas en agua; con un potencial hídrico negativo entre 
-5 a -10 bares. 2) las plantas mesófitas son aquellas que están adaptadas a un 
aporte moderado de agua tolerando potenciales hídricos no más negativos 
de -20 bares, y 3) si están adaptadas a ambientes áridos tolerando potenciales 
hídricos no más negativos de -40 bares, entonces son llamadas xerófitas.

Ante la carencia de agua, y a través del tiempo algunas plantas han de-
sarrollado evolutivamente adaptaciones tanto a nivel morfológico como 
anatómico, celular y molecular, que les permiten sobrevivir en condiciones 
de constante estrés hídrico. De esta forma, se ha visto que algunas plantas que 
son capaces de adquirir más agua o retenerla y hacer un uso más eficiente, po-
drán tener resistencia al estrés por sequía. La aplicación de nuevas tecnologías 
en biotecnología ha permitido demostrar que durante el estrés por sequía la 
expresión de genes y la proteómica se ven alterados. Por ejemplo, una de las 
principales respuestas por parte de la planta es la modificación de la expresión 
génica, relacionada con la producción de enzimas clave en la vía de síntesis de 
osmolitos, enzimas antioxidantes, factores de transcripción y otras proteínas 
involucradas en las respuestas al estrés hídrico. 

En las plantas bajo estrés por sequía, hasta 10 % de los genes de su ge-
noma codifican para FTs y se clasifican en diferentes familias de genes como 
AREB, DREB, MYB, WRKY, NAC y bZIP de acuerdo a las estructuras de sus 
dominios de unión al ADN. Se ha reportado que varios genes de FT respon-
den al estrés por sequía vía dependendiente/independiente de ácido abscísico 
(ABA). Los genes que son activados por la hormona ABA codifican para pro-
teínas envueltas en la regulación de la transducción de señales y la expresión 
de genes inducidos por estrés, incluyendo los FT. Estos FT interactúan espe-
cíficamente con elementos-Cis ubicados en la región promotora de los genes 
que regulan. Las modificaciones genéticas de la expresión de estos genes re-
gulatorios pueden influenciar grandemente la tolerancia de la planta al estrés, 
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porque ellos a futuro regularán muchos genes de respuesta a estrés en deter-
minado tiempo.

Por ejemplo, el factor AREB/ABF (AREB: elemento de respuesta y unión 
a proteínas ácidas; ABFs: factor de unión a AREB) es conocido como el mayor 
activador transcripcional que modula la expresión de genes durante la seña-
lización dada por ABA cuando está presente un estrés por deshidratación; y 
proteínas tipo quinasas que son receptores de superficie celular que median 
la transducción de señales de célula a célula. Un ejemplo de estas proteínas 
en plantas es el receptor tipo quinasa (RLK recpetor like kinase, por sus siglas 
en inglés) rico en leucinas repetidas (LRR-RLK) la cual contiene tres domi-
nios funcionales: un dominio extracelular que percibe señales, un dominio 
transmembranal que ancla la proteína con la membrana y un dominio quinasa 
intracelular que transduce la señal haca el extremo 3´ vía autofosforilación, 
seguida de la subsecuente fosforilación de un sustrato específico.

Como se mencionó anteriormente, el ABA está relacionado con la ex-
presión diferencial de genes en plantas que están bajo ciertos tipos de estrés. 
Un tipo de genes que es inducido por el ABA son los que codifican para pro-
teínas intrínsecamente desordenadas (PINEs por sus siglas en inglés). Estas 
proteínas son importantes para la célula de la planta ya que participan en la 
respuesta de los organismos a distintos estímulos o condiciones desfavorables 
para la célula. Entre las proteínas PINEs, se encuentran las hidrofilinas que 
son proteínas no estructuradas o flexibles que participan en la respuesta a con-
diciones adversas. La alta producción y acumulación de estas proteínas está 
asociada notablemente con la exposición de las células o de los organismos a 
condiciones de limitación de agua, y también en las células que transitan por 
etapas de desarrollo que involucran un déficit hídrico y en estructuras u órga-
nos bajo deshidratación severa. 

Las hidrofilinas, también conocidas como proteínas LEA, fueron pri-
meramente aisladas de semillas de algodón acumuladas en la embriogénesis 
tardía. Subsecuentemente fueron encontradas en semillas de muchas plantas, 
así como también en órganos vegetativos, especialmente bajo condiciones de 
frío, sequía o elevada salinidad. Entre estas proteínas están las LEA D-11 y 
D-13 y la expresión de sus genes está mediada por el ABA. 
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Estudios moleculares de los genes LEA

Se han realizado varios análisis moleculares donde se evidencia directamente 
el papel en la tolerancia a la sequía de algunas proteínas LEA. Por ejemplo, el 
gen que codifica para la proteína Em de trigo (LEA 1) que tiene la característica 
de ser altamente hidrofílica, fue sobre expresado en levadura y confirió resis-
tencia contra diferentes tipos de estrés osmótico. Otro ejemplo es el gen que 
codifica a la proteína HVA1 de cebada (LEA 3), que fue introducidos mediante 
ingeniería genética a plantas de arroz y se observó que le confiere resistencia 
a estrés hídrico y salino. Las levaduras son organismos modelo para anali-
zar la expresión de diferentes genes bajo varios tipos de estrés, por ejemplo, 
el mismo gen HVA1 fue expresado en levadura, y se observó que le confiere 
resistencia a estrés salino y a congelamiento. Otros genes como el LE25 de 
tomate y el LE4, también confirieron a las levaduras resistencia a estrés salino 
y a congelamiento. Los datos obtenidos a partir de la sobre expresión de éstas 
y otras proteínas LEA apoyan la hipótesis de que diferentes proteínas LEA 
desempeñan un papel importante en la protección contra la deshidratación 
celular. Otro elemento de respuesta a sequía es el CE3 (elemento de acopla-
miento) encontrado en varios genes LEA como BcDh2 y HVA1 que actúa 
también como un elemento coactivador de los elementos de respuesta ABRE.

Estrés por salinidad

La salinización del suelo, es uno de los principales factores abióticos ambien-
tales que causan grandes pérdidas económicas y disminución de crecimiento 
en la mayoría de los cultivos.  Sin embargo, las plantas a través de millones de 
años de evolución han adquirido diversidad genética y se han adaptado a las 
perturbaciones ambientales como la elevada salinidad del suelo.  La salinidad, 
puede causar en las plantas importantes desequilibrios (Fig.11.2), y se agrava 
más este problema cuando se acoplan con otros factores medioambientales 
que alteran la composición y estructura de la membrana, la alteración de la 
fotosíntesis el desbalance osmótico y la citotoxicidad iónica del Na+, Cl- y SO-

4. 
Particularmente, la citotoxicidad iónica es causada por el remplazo de Na+ por 
K+ en reacciones bioquímicas ocasionando cambios conformacionales con 
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pérdida de función en proteínas, ya que los iones Na+ y Cl- interfieren con las 
interacciones no covalentes entre los aminoácidos. 

La alteración del balance metabólico causada por toxicidad iónica, estrés 
osmótico y deficiencias nutricionales bajo salinidad pueden favorecer también 
al estrés oxidativo, mientras que la entrada de Na+ a través de canales iónicos 
no específicos puede causar la despolarización de la membrana que activa los 
canales de Ca2+ y esto genera oscilaciones de Ca2+ y señales de estrés salino. 

Aunque todas las plantas han desarrollado mecanismos de tolerancia a di-
ferentes tipos de estrés, sólo las plantas halófitas pueden sobrevivir y crecer en 
extrema salinidad, ya que poseen proteínas específicas que ayudan a disminuir 
los efectos de la salinidad. Para superar los efectos dañinos del estrés osmótico, 
las halófitas realizan modificaciones en su fisiología y anatomía siguiendo una 
serie de mecanismos que les permiten mantener o restablecer una actividad 
metabólica adecuada tales como: la regulación de agentes oxidantes, la sobre-
expresión de factores de transcripción, la regulación en el transporte de agua 
a través de la membrana, modificaciones en la pared celular, la biosíntesis de 
osmoprotectores y la compartamentalización del sodio.

La salinidad tiene varios efectos sobre las plantas, por ejemplo, en la fo-
tosíntesis existe una reducción del área foliar, en el contenido de clorofila, en 
la conductancia estomática, y una disminución de la eficiencia del fotosistema 
II. También influye en el ciclo y la diferenciación celular ya que los detiene 
temporalmente reduciendo la expresión y actividad de ciclinas y proteínas 
quinasa, lo que trae como resultado menos células en los meristemos, y un 
crecimiento limitado. Todo esto genera un desequilibrio nutritivo debido a la 
reducción del potencial hídrico del suelo, causado por la elevada concentra-
ción de Na+ y Cl- y la disminución en la disponibilidad de agua.

Respuesta de las plantas ante salinidad

De acuerdo con su tolerancia a la salinidad, las plantas se pueden clasificar 
en dos grupos: 1) las halófitas, que toleran altas concentraciones de sales, y 2) 
las glicófitas que no toleran la presencia excesiva de sales. Existen categorías 
intermedias entre ambos grupos como son las pseudohalófitas que son plantas 
que, sin ser halófitas, requieren sodio como elemento esencial. La sensibilidad 
de las plantas a las sales varía durante el desarrollo fenológico, dependiendo de 
la especie, el cultivar y factores ambientales. 
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Para superar los daños del estrés por salinidad, algunas plantas 
tienen que hacer cambios en su fisiología y anatomía que les 
permitan restablecer la actividad metabólica adecuada. Entre estos 
procesos está la compartimentalización del sodio en las vacuolas, la 
sobreexpresión de FTs, la regulación en el transporte de agua a través 
de la membrana, las modificaciones en la pared celular y la biosíntesis 
de osmoprotectores. Los osmoprotectores son compuestos de bajo 
peso molecular también llamados solutos compatibles, debido a que 
no interfieren con las reacciones bioquímicas normales, y se acumulan 
en el citoplasma para mantener y/o restaurar el balance iónico. Los 
solutos compatibles incluyen principalmente Prolina (Pro) y glicina 
betaína (GB). La GB actúa estabilizando la estructura cuaternaria 
de las proteínas y en su biosíntesis participan los genes codificantes 
de la S-adenosilmetionina sintetasa (SAMS), fosfoetanolamina metil 
transferasa (PEAMT), colina monooxigenasa (CMO) y betaína 
aldehído deshidrogenasa (BADH) (Fig.11.4)

Figura 11.4. Ruta metabólica de la GB. Elaboración propia

A nivel fisiológico, la respuesta adaptativa al NaCl en algunas plantas es 
altamente visible en términos de sobreexpresión de los genes relacionados con 
la síntesis de GB. Por ejemplo, en Suaeda marítima, se demostró que la expre-
sión a nivel de transcripción de los genes BADH, PEAMT y CMO fue alta a 
los dos días de tratamiento salino; donde CMO fue el gen de mayor regulación 
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durante la síntesis de GB. Con respecto a PEAMT, el análisis de transcriptoma 
de Hordeum vulgare mostró aumento en su actividad como una respuesta de 
tolerancia a NaCl. Además de la GB, la Pro es otro de los osmoprotectores que 
se acumulan en las plantas como respuesta al estrés salino. En su biosíntesis la 
enzima pirrolina-5-carboxilato sintetasa (P5CS) es la que limita la velocidad 
de la reacción y es inhibida por Pro (Fig. 11.5). 

Figura 11.5. Ruta biosintética de la Pro en plantas. Elaboración propia.

Diversos estudios relacionados con la salinidad en plantas como Oryza 
australiensis y Triticum aestivum han demostrado la síntesis rápida y la acu-
mulación de Pro libre como estrategia para hacer frente al estrés por salinidad. 
En otro estudio con Opuntia streptacantha bajo estrés por NaCl durante 6, 9 
y 11 días, se detectó una disminución del grosor y longitud de la raíz, y una 
significante y gradual acumulación de Pro en cladodios jóvenes, dependiente 
del tiempo y la concentración.

Otros genes que se han encontrado asociados a la tolerancia a salinidad, 
así como a altas temperaturas y sequía, son los que codifican para varios grupos 
de proteínas LEA. Por ejemplo, el gen completo Rab16A de arroz que codifi-
ca para una proteína LEA tipo 2 fue introducido en plantas de tabaco; estas 
plantas transgénicas sometidas a altas concentraciones de salinidad, mostra-
ron una acumulación excesiva de la proteína en las hojas respecto a su control. 
Además, se observó que las líneas transgénicas mostraron un crecimiento y 
morfología normal, y la germinación de sus semillas mostraron mayor tole-
rancia a la salinidad con un aumento en la producción de azúcares reductores, 
prolina y poliaminas. También mostraron una mejor maquinaria antioxidante 
y un balance mineral más favorable, lo que se reflejó en los reducidos niveles 
de peróxido de hidrógeno y de peroxidación lipídica, menor pérdida de cloro-
fila, así como menor acumulación de sodio y mayor acumulación de potasio. 

Este tipo de adaptación a suelo salino, es también mediado por transporte 
activo de iones, mediante proteínas selectivas de membrana, para mantener la 
homeostasis iónica (Na+, K+ y Ca+2). El transporte del Na+ desde el citoplasma 
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hasta la vacuola, realizado por la bomba Na+/K+ es dependiente de la actividad 
V-ATPasa y V-PPasa, estas enzimas establecen un gradiente electroquímico 
de H+ en el tonoplasto que energiza el transporte de Na+ contra el gradiente de 
concentración, y se ha demostrado que el exceso de sodio que queda almace-
nado en las vacuolas evita los daños en el citoplasma. Esta compartimentación 
de Na+ en las vacuolas es realizada por proteínas selectivas de membrana 
como la pirofosfatasa inorgánica vacuolar (H+-V-PPasa) y el gen codificante 
de estas proteínas ha mostrado mayor expresión en las plantas que realizan 
estos procesos, confiriéndoles mayor tolerancia al estrés salino. Por ejemplo, 
se ha demostrado que el gen de la pirofosfatasa vacuolar (VppA), incrementa 
significativamente su expresión en plantas de Suaeda aralocaspica bajo trata-
mientos de alta salinidad (500 mM de NaCl). Este tipo de genes actualmente 
están siendo ya utilizados para generar plantas resistentes a salinidad.  

También los TFs y las DREB, relacionados con otros tipos de estrés abió-
tico, han sido aislados de diferentes especies de plantas y se han utilizado para 
estudiar la tolerancia al estrés. Recientemente en plantas transgénicas de ta-
baco transformadas con el gen DREB de Suaeda salsa (SsDREB) mostraron 
una tolerancia a salinidad; mostrando mejor crecimiento, mayor contenido de 
clorofila, una tasa neta de fotosíntesis, mayor concentración de prolina y una 
expresión de genes de respuesta a estrés elevada. 

La exposición a salinidad cambia también el estado de agua en las plantas 
y enciende estrategias de ajuste osmótico y control en la toma y pérdida de 
agua. En este proceso también participan las proteínas intrínsecas del tono-
plasto (TIP por sus siglas en inglés), las cuales forman parte de las llamadas 
acuaporinas (AQPs), que son proteínas que facilitan el transporte de molécu-
las de agua a través de la pared celular. Al respecto se ha demostrado que el 
gen TIP1 proveniente de la planta halófita Panax ginseng y al utilizarse como 
transgén en otras plantas aumenta la tolerancia a salinidad.

Otra respuesta al estrés osmótico que causa la salinidad en las plantas es 
la modificación en la pared celular, esta le permite a la célula extenderse gra-
cias a un grupo importante de proteínas llamadas expansinas. Las expasinas 
hidrolizan los enlaces entre las microfibras de celulosa de la pared celular para 
incrementar la movilidad de los polímeros que forman la matriz; la sobre-
expresión de los genes que las codifican ha sido demostrada en correlación 
directa con el crecimiento saludable de halófitos como Suaeda maritima y 
Suaeda glauca desarrollándose en medio salino. 
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En los procesos de tolerancia a estrés salino, las plantas halófitas representan 
un excelente modelo de estudio, ya que son capaces de sobrevivir y reproducirse 
en sitios con concentraciones superiores a 200 mM de NaCl, lo que las hace 
fuentes potenciales de genes de resistencia a salinidad. Sin embargo, el número 
de halófitos se reduce aproximadamente al 1 % de la flora mundial.

Identificación de genes al estrés abiótico  
en Suaeda edulis: un caso de estudio

La familia de las Amarantáceas, integra halófitos suculentos que son “altamente 
tolerantes” a la sal, destacando las especies de los géneros Suaeda y Salicornia, ya 
que algunas de sus especies diluyen la sal en sus raíces y hojas y han sido utiliza-
das como modelo para análisis de genes de respuesta a estrés salino. 

El género Suaeda Forssk. ex Scop., pertenece a la subfamilia Suaedoidae 
Ulbr. de la familia Chenopodiaceae y alberga alrededor de 110 especies, casi 
todas, halófitas.  Particularmente, Suaeda edulis es una planta halófita que 
se encuentra en lagos salinos del centro de México. En el municipio Valle de 
Santiago, Gto., se encuentra el Cráter de la Hoya en Rincón de Parangueo 
(Fig. 11.7a-b). Las características del cráter son afloramientos rocosos, ígneos 
y vegetación de bosque tropical caducifolio y con regiones de suelo sódico-
salino, formado por la acumulación de NaCl y carbonato de sodio (Na2CO3)/
bicarbonato de sodio (NaHCO3) con un pH que se eleva a más de 9.0. En este 
tipo de suelos el porcentaje de sodio intercambiable es mayor a 15 y su es-
tructura, permeabilidad y aireación se ven afectadas limitando e impidiendo 
el crecimiento de los cultivos por su alto contenido de sodio intercambiable 
y sales solubles.
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Figura 11.6. Hoya Rincón de Parangueo en Valle de Santiago, Guanajuato, Mex. a) Vista 
panorámica del cráter, b) S. edulis en su hábitat natural.

Por lo que se realizó un estudio en S. edulis para su propagación in vitro 
y analizar la presencia y expresión de algunos genes relacionados con la tole-
rancia a la salinidad. 

Para llevar a cabo esta investigación, se colectaron muestras de S. edulis 
y se establecieron protocolos para la propagación de cultivos in vitro y de ex-
tracción de ácidos nucleicos y de estudios de expresión de los genes. También 
se realizó un estudio para determinar los minerales presentes raíz, follaje de la 
planta, y de muestras de suelo del cráter, mediante cromatografía de gases en 
el Laboratorio de Análisis de Suelo, Agua y Nutrientes Vegetales de la Univer-
sidad Autónoma de Aguascalientes. 

La cantidad de sodio detectada en la parte aérea fue casi cuatro veces 
mayor que la que se detectó en la raíz, lo que refleja la resistencia de la plan-
ta a la salinidad más que a sequía. Esto es interesante por el hecho de que el 
lago-cráter que habita S. edulis ha sido ya catalogado como un lago sódico por 
su composición iónica, predominando en él los carbonatos y bicarbonatos de 
sodio tal como lo reflejan los resultados del análisis de suelo en este trabajo, 
en los que se indican valores de pH y conductividad eléctrica elevados que lo 
clasifican como suelo salino y altamente alcalino.

Los protocolos de propagación in vitro, fue con el propósito de mantener 
a S. edulis como modelo de estudio sin provocar disturbios de su hábitat na-
tural, y de allí tomar el material vegetal para análisis de expresión génica entre 
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las plantas desarrolladas in vitro bajo distintas condiciones, y las tomadas di-
rectamente del cráter. 

Unos de los problemas que se obtuvieron durante la propagación fue la 
excreción de compuestos fenólicos que oscurecían por completo el medio de 
cultivo e impedían el desarrollo del explante (Fig. 11.7), sin embargo, se logró 
implementar un protocolo de propagación in vitro a partir de yemas axilares 

Respecto al estudio genético, la extracción de ácidos nucleicos fue pro-
bando distintos protocolos, hasta obtener ADN puro (Fig.11.8). A partir del 
ADN y ARN de S. edulis se llevó a cabo el análisis de identificación y expresión 
de los genes SAMS, CMO, BADH y P5CS, que participan en la biosíntesis de 
los osmoprotectores Pro y GB.  

Figura 11.7. Establecimiento in vitro y micropropagación de S. edulis. a) Plántulas dentro del 
medio de cultivo Murashige & Skoog. b) Plántulas tomas del cultivo in vitro. 

Figura 11.8. ADN genómico de S. edulis. a-d) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % del 
ADN extraído mediante distintos métodos hasta obtener ADN puro. Carril L= 1 kb ADN 

Ladder. 1 y 2 = réplicas del ADN genómico de S. edulis.
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Protocolos 

Extracción de ADN en S. edulis

1.	 Colocar 100 mg de tejido en un tubo para microcentrífuga de 1.5 mL pul-
verizado en nitrógeno líquido, 25 mg de Polivinil polipirrolidona (PVPP) 
y 500 µL del buffer de extracción (100 mM de Tris Cl, 20 mM de EDTA, 
1.4 M de NaCl, 2 % de CTAB y 0.2 % de ß-mercaptoetanol) recién prepa-
rado y precalentado a 65 °C. 

2.	 Homogenizar por inversión y colocar a 65 °C por 30 min mezclando pau-
latinamente durante el tiempo de incubación. 

3.	 Agregar un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).
4.	 Incubara la mezcla a temperatura ambiente por 30 min, agitando paula-

tinamente durante el tiempo de incubación. 
5.	 Centrifugar durante 15 min a 12 000 rpm y transferir la fase superior a un 

tubo nuevo con un volumen de isopropanol frío. 
6.	 Incubar a 20 °C por 30 min y luego centrifugar durante 15 min a 12 000 

rpm. 
7.	 Lavar la pastilla de ADN con etanol al 70 %
8.	 Disolver el ADN en 30 µL de buffer TE y 1 µL de RNasa. 
9.	 Incubar la mezcla a 37 °C toda la noche.

10.	 Agregar un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 
(25:24:1). 

11.	 Centrifugar a 8 000 rpm por 15 min y transferir la fase acuosa a un nuevo 
tubo. 

12.	 Agregar un volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y centrifu-
gar a 12 000 rpm durante 15 min.

13.	 Colocar la fase superior en un tubo nuevo y agregar un volumen de eta-
nol absoluto. 

14.	 Agregar un décimo de acetato de amonio 7.5 N considerando el volumen 
total final. 

15.	 Colocar los tubos a -20 °C por 30 min y luego centrifugarlos por 15 min 
a 12 000 rpm. 

16.	 Dejar secar la pastilla de ADN a temperatura ambiente y posteriormente 
resuspender en 30 mL de agua estéril.
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Abreviaturas

ABA: ácido abscísico
ABF: factor de unión a AREB
AQP: acuaporina
AREB: elemento de respuesta y unión a proteínas ácidas
BADH: betaína aldehído deshidrogenasa 
CMO: colina monooxigenasa
CTAB: bromuro de cetrimonio
DREB: elementos sensibles a deshidratación 
EDTA: ácido etiliendiaminotetraacético
EROS: especies reactivas de oxígeno
FT: factor de transcripción 
GB: glicina betaina
HSF: factores de transcripción de choque térmico 
HSP: proteínas de choque térmico 
H+-V-PPasa: pirofosfatasa inorgánica vacuolar
LEA: proteínas abundantes en embriogénesis tardía 
PEAMT: fosfoetanolamina metil transferasa 
PINE: proteína intrínsecamente desordenada 
Pro: prolina
PVPP: Polivinil polipirrolidona 
P5CS: Δ2-pirrolina-5-carboxilato sintetasa
SAMS: S-adenosilmetionina sintetasa 
TIP: proteínas intrínsecas del tonoplasto 
Vppa: pirofosfatasa vacuolar 

Glosario

Abiótico: componentes de un ecosistema que no tienen vida, pero influyen en 
los seres vivos que forman parte de él.

Afloramiento: surgimiento de rocas del interior de la tierra hacia la superficie.
Arborescente: que por su forma o aspecto recuerda a un árbol.
Aspersión: modalidad de riego mediante la cual el agua llega a las plantas en 

forma de “lluvia” localizada.
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Biótico: de los organismos vivos o relacionado con ellos.
Caducifolio: que pierde sus hojas cada año.
Fitohormona: compuesto producido internamente por una planta, que ejer-

ce su función en muy bajas concentraciones y cuyo principal efecto se 
produce a nivel celular, cambiando los patrones de crecimiento de los 
vegetales y permitiendo su control.

Flavonoides: pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al 
organismo del daño producido por agentes oxidantes.

Fotosistema: complejos proteicos situados en membranas de organismos au-
tótrofos donde se agrupan los pigmentos fotosintéticos.

Ígneo: proceso que se producen por enfriamiento sobre la superficie terrestre.
Meristemos: grupos de células indiferenciadas responsables del crecimiento 

permanente de las plantas debido a que tienen una alta capacidad de divi-
sión celular y posteriormente pueden diferenciarse en una gran variedad 
de tipos celulares.

Peroxidación: serie compleja de reacciones químicas que causan la descompo-
sición de las grasas y los aceites (peroxidación lipídica). 

Splicing: corte de intrones y unión de exones para producir ARN mensajero 
maduro capaz de salir del núcleo hacia el citoplasma y ocurra la síntesis 
de proteínas.

Tonoplasto: membrana que delimita la vacuola central en las células vegetales.
Transgénico: generado artificialmente mediante ingeniería genética con mez-

cla de DNA de otros organismos en sus genes.
Xantofila: pigmento fotosintético secundario que pertenece al grupo de los 

carotenoides.
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Resumen 

La posibilidad de modificar la información genética que posee 
y expresa una planta es una de las herramientas más impor-
tantes de la biotecnología vegetal. Estas técnicas permiten tanto 
introducir nueva información, como eliminar o editar la exis-
tente. En este capítulo se describe qué es y para qué se aplica 
la transformación genética de plantas. Se describen las técni-
cas más utilizadas para llevar a cabo este proceso, con énfasis 
en los métodos biológicos basados en el uso de Agrobacterium 
tumefaciens y A. rhizogenes. En este último caso se menciona 
tanto la obtención y usos de las raíces transformadas, como la 
posibilidad de regenerar plantas transgénicas completas a par-
tir de estas. Se describen además algunos métodos físicos para 
la transformación genética de plantas. Por otro lado, una parte 
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fundamental de esta tecnología es la posibilidad de reconocer en una eta-
pa temprana aquellos tejidos vegetales en los que se haya llevado a cabo la 
transformación genética, por lo que se habla del uso de genes marcadores de 
selección y reporteros. Finalmente, se presentan protocolos detallados para 
llevar a cabo la transformación genética de plantas de la familia Gesneriaceae 
mediante A. tumefaciens, así como para el ensayo histoquímico para detectar 
la actividad del gen reportero que codifica para la β-glucuronidasa (GUS).

Introducción

La transformación genética de plantas es la introducción en su genoma de nue-
va información por medio de la transferencia directa de las moléculas de 
ADN que la codifican. Esta información puede provenir de la misma especie 
vegetal, de una especie, género o grupo taxonómico diferente, e incluso de 
un organismo perteneciente a otro reino. En la actualidad esta técnica inclu-
ye además la posibilidad de bloquear o editar la información existente en el 
genoma alterando así el fenotipo. Esta modificación genética de plantas está 
dirigida a la mejora de sus cualidades agronómicas produciendo genotipos 
que expresen características de interés, también a la mejora de las propiedades 
nutricionales de los productos obtenidos de plantas, y más recientemente a la 
producción en plantas de moléculas valiosas que no son parte normal de su 
bioquímica. A la fecha se han demostrado ya los varios efectos benéficos de la 
transformación genética de plantas. Estos efectos no tienen que ver sólo con 
ventajas agronómicas que se reflejan en una mayor producción, también se 
han visto efectos positivos en el ambiente, y en la salud humana y animal, por 
la reducción en el uso de pesticidas relacionado con las plantas resistentes a 
plagas y enfermedades. La generación de alimentos de origen vegetal con un 
mayor valor nutricional también ha sido un logro notable de esta tecnología. 
Por otro lado, la gran mayoría de los numerosos estudios realizados a la fecha 
demuestran la ausencia de daños asociados a las plantas transgénicas. Por el 
contrario, muestran ventajas en comparación con las estrategias actuales que 
pretenden el incremento de la producción agrícola sustentado en el uso de 
pesticidas, fertilizantes y otras tecnologías nocivas para la salud y el medio 
ambiente. Asimismo, la situación actual en la que una gran cantidad de eco-
sistemas naturales han sido dañados de forma muy severa, hace inviable el 
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pensar en un incremento en la producción agrícola basada en la apertura de 
nuevas zonas al cultivo.

Se ha reportado ya la transformación genética en gran cantidad de es-
pecies de interés, tanto dicotiledóneas como monocotiledóneas. Esto se ha 
logrado mediante el uso de diversos protocolos de transformación. Las plantas 
modificadas genéticamente, o transgénicas, ya se usan de manera extensiva en 
la agricultura mundial. En 2018, se sembraron 191.7 millones de hectáreas de 
cultivos modificados genéticamente a nivel mundial, los principales son maíz, 
soja, colza y algodón, pero también hay superficies importantes cultivadas con 
alfalfa, remolacha azucarera, papaya, calabaza, berenjena, papa y manzana, 
productos transgénicos que ya están presentes en los mercados. 

En lo que respecta a las características que se han mejorado o alterado 
en las plantas transgénicas generadas, estas han evolucionado a lo largo del 
tiempo atendiendo a diferentes visiones u objetivos. Las primeras plantas 
transgénicas generadas llevaban genes destinados a mejorar las propiedades 
agronómicas y por lo tanto la productividad de los cultivos. Ejemplos de esto 
son genes de resistencia a patógenos (virus, bacterias y hongos), resistencia a 
plagas, resistencia a herbicidas y resistencia al estrés ambiental (sequía, tempe-
raturas extremas, salinidad, etc.). Todas estas estrategias benefician de manera 
directa al productor, incrementando las cosechas y reduciendo los costos. En 
una segunda generación, los esfuerzos se dirigieron en su mayoría a la mejo-
ra en las propiedades nutricionales de los productos derivados de las plantas 
transgénicas o en sus características de interés para el consumidor. De esta 
manera surgieron alimentos con mayor contenido de vitaminas, de aminoáci-
dos esenciales, antioxidantes, o una mayor vida de anaquel. Finalmente, una 
tercera generación de plantas transgénicas ha sido modificadas con el objetivo 
de convertirlas en fábricas vivas de moléculas de utilidad, pero que normal-
mente no son producidas por las plantas, por ejemplo, vacunas, proteínas 
terapéuticas de origen humano, fármacos o biopolímeros. 

De acuerdo con los avances alcanzados en el conocimiento y desarrollo 
de sistemas que permiten la modificación del genoma de un organismo se 
vislumbra que en las siguientes generaciones de plantas modificadas genética-
mente se prescindirá cada vez más de la introducción de genes foráneos, y se 
privilegiará la edición o alteración del genoma natural con el fin de mejorar 
sus características. Un ejemplo de este nuevo enfoque es la generación de plan-
tas resistentes a geminivirus a través del sistema CRISPR–Cas.
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La generación de una planta transgénica es un proceso que consta de va-
rias etapas. Una etapa previa que determina en gran medida el éxito final, es la 
preparación de la secuencia de ADN que será introducida al genoma vegetal. 
Para esto se usan las técnicas de ingeniería genética, con apoyo de otras como 
la bioinformática, con el fin de obtener y adecuar para su expresión en la plan-
ta, la molécula de ADN que será responsable de la incorporación de la nueva 
información, o de la modificación de la existente. Esto incluye la incorporación 
de esta información al vector, usualmente un plásmido, que servirá de vehículo 
para su introducción al genoma vegetal. Una vez realizada esta etapa previa, el 
proceso de transformación genética consta normalmente de tres pasos:

I.	 Introducción de la molécula de ADN a las células vegetales, normal-
mente de forma tal que esta pueda integrarse y se convierta en parte del 
genoma de la célula. Con este fin se han desarrollado diversos métodos 
de transformación genética que se describirán más adelante. 

II.	 Regeneración de plantas completas a partir de células transformadas. Para 
esto se hace uso de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales que permi-
ten la obtención de individuos completos a partir de células individuales. 
Esto se logra mediante vías como la organogénesis y la embriogénesis so-
mática (Ver Capítulo 1 de esta obra). En el caso particular de los sistemas 
de transformación en planta, esta etapa del proceso se omite.

III.	 Selección de los tejidos o plantas que contienen y expresan la nueva in-
formación. En general, la eficiencia de los métodos de transformación 
desarrollados hasta la fecha es baja. Esto quiere decir que sólo una frac-
ción de las células tratadas recibe efectivamente la nueva información 
genética. Por esto es de suma importancia poder seleccionar de una for-
ma temprana a las células, tejidos o plantas que fueron transformadas, 
eliminando a las que no recibieron la nueva información genética. 

A continuación, se presenta información más detallada de la primera y 
tercera etapas del proceso mencionado.
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Métodos para la transformación genética  
de células vegetales

Los métodos desarrollados hasta hoy para la transformación genética en 
plantas se pueden clasificar en tres grupos o categorías. A continuación, se 
presenta un esquema con la clasificación general (Fig. 12.1), y posteriormente 
se describen los métodos más utilizados. 

Figura 12.1. Clasificación de los métodos más utilizados para la transformación genética 
de plantas.

Métodos biológicos

Éstos hacen uso de bacterias fitopatógenas cuyo mecanismo natural de infec-
ción es precisamente la introducción al genoma vegetal de genes propios que 
alteran los patrones de desarrollo y la capacidad biosintética del tejido vegetal 
infectado. Estos organismos son Agrobacterium tumefaciens y A. rhizogenes. 
El primero es el agente causal de la enfermedad conocida como “agalla de 
la corona”, mientras que el segundo causa la aparición de las “raíces pilosas”. 
Además de estas bacterias, se ha postulado e intentado el uso de virus como 
vehículos de introducción de secuencias de ADN al genoma de células vege-
tales, sin embargo éstos han resultado poco eficientes y no se usan de manera 
rutinaria. Estos métodos de transformación genética también son llamados 
indirectos, ya que el ADN modificado es introducido en primer término a una 
bacteria, y posteriormente a través de ésta al genoma vegetal.

Biológicos

Físicos

Sistemas en planta

Agrobacterium
tumefaciens

Agrobacterium
rhizogenes

Microinyección

Biobalística

Infiltración

Métodos para
la transformación

genética de plantas



318

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Agrobacterium tumefaciens

Se trata de una bacteria del suelo, de la familia Rhizobiaceae, Gram negativa, 
que tiene la capacidad natural de infectar una amplia variedad de gimnos-
permas y angiospermas dicotiledóneas mediante su inoculación en sitios con 
heridas. Esta bacteria transfiere e integra un segmento de su ADN, de apro-
ximadamente 23 kpb, al genoma de la planta y como consecuencia induce la 
aparición de tumores a través de la sobreproducción de auxinas y citocininas. 
Además, les confiere a las células vegetales infectadas la propiedad de sintetizar 
opinas, única fuente de carbono y nitrógeno para las bacterias. Este segmento 
de ADN, llamado ADN-T (ADN transferible), se encuentra en el plásmido 
Ti, inductor de tumores. Las cepas A. tumefaciens se diferencian entre sí por 
el tipo de opina que pueden catabolizar. Debido a esta capacidad natural de 
transferir ADN al genoma vegetal, surgió la idea de utilizar este organismo 
como vector para la introducción de genes de interés en plantas.

Los plásmidos Ti silvestres no son usados directamente como vectores de 
transformación genética, antes, se deben modificar para eliminar el ADN-T 
(a esto se le llama desarmar). Esto debido a que los genes silvestres causan un 
desbalance hormonal severo en el tejido vegetal, impidiendo así la regene-
ración de plantas completas con morfología y funciones normales. Por esto 
se eliminan los oncogenes, responsables de la sobreproducción de auxinas y 
citocininas, y los genes responsables de la síntesis de opinas, y en su lugar 
pueden colocarse las secuencias de ADN de interés para introducir al genoma 
vegetal. Sin embargo, es importante mantener las secuencias bordes, que deli-
mitan al ADN-T, así como la llamada región vir (virulencia) del plásmido Ti. 
En esta última están codificadas las proteínas que se encargan de reconocer el 
ADN-T, hacer una copia del mismo de cadena sencilla, cubrirlo para prote-
gerlo de las nucleasas, transferirlo a la célula vegetal, introducirlo al núcleo e 
integrarlo al genoma de la célula vegetal. Para que este sistema funcione, no 
es indispensable que la región vir y el ADN-T se encuentren físicamente en la 
misma molécula de ADN (plásmido). Debido a esto se han generado dos tipos 
de vectores, los vectores cointegrados y los binarios. Los primeros resultan de 
la integración de un plásmido foráneo pequeño (genes de interés flanqueados 
por el borde derecho y una región homóloga al borde izquierdo) al plásmido 
Ti desarmado (borde derecho e izquierdo y la región vir) mediante un proce-
so de recombinación de regiones homólogas, dando como resultado un solo 
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plásmido que contiene tanto la región vir como el ADN-T de interés.Por su 
parte, los vectores binarios son plásmidos más pequeños que contienen sólo 
el ADN-T con sus bordes y las secuencias a transferir al genoma vegetal. Éstos 
se insertan a una cepa de A. tumefaciens que contenga un plásmido Ti desar-
mado. De esta forma, el ADN-T y la región vir quedan físicamente separados 
en plásmidos diferentes, pero esto no afecta el proceso de transferencia del 
ADN al genoma vegetal, ya que las proteínas codificadas en esta última región 
pueden actuar sobre cualquier ADN-T presente en la célula bacteriana. Estos 
vectores binarios resultan más fáciles de manejar ya que los plásmidos con el 
ADN-T son mucho más pequeños que el Ti por lo que se manipulan de una 
forma más sencilla en el laboratorio.

En cuanto al proceso de transformación con A. tumefaciens, este es rela-
tivamente sencillo y sólo requiere del equipo necesario para el cultivo in vitro 
de tejidos vegetales. Los pasos del proceso son (Ver Protocolo 12.1):

1.	 Se introduce el plásmido con las secuencias a transferir a la planta, y las 
secuencias borde, a una cepa curada de A. tumefaciens. El plásmido in-
troducido funcionará como vector binario. Es fundamental incluir genes 
adicionales, marcadores de selección y/o reporteros, que permitan selec-
cionar y/o reconocer fácilmente a los tejidos transformados. 

2.	 Se obtiene un cultivo líquido de la cepa modificada de A. tumefaciens y 
se pone en contacto con explantes de la especie de planta a transformar. 
El tipo de explante dependerá del método de regeneración in vitro pre-
viamente desarrollado para la especie en particular. Es importante que 
el explante presente superficies heridas, ya que éstas últimas son el sitio 
donde ocurre la unión de la bacteria y la subsecuente transferencia de 
los genes y secuencias de interés al genoma vegetal. Al período en que 
están en contacto el explante y la suspensión bacteriana se le denomina 
cocultivo y normalmente abarca de 24 a 72 horas. En este paso se pue-
de incorporar acetosiringona al medio de cultivo. Éste es un compuesto 
fenólico que induce la virulencia de la bacteria, activando los genes vir 
y otros necesarios para la unión de ésta a la célula vegetal. La adición de 
esta molécula puede incrementar de manera significativa la eficiencia de 
transformación.

3.	 Al finalizar el período de cocultivo, la bacteria debe ser eliminada, ya 
que su presencia por un tiempo más prolongado provocará la necrosis 
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del tejido vegetal.  Para esto debe emplearse un agente que sea específico, 
es decir que elimine a la bacteria sin dañar al explante. Por este motivo 
se recomienda el uso de antibióticos. Lo más recomendable en este pun-
to es realizar un lavado de los explantes con medio de cultivo líquido, 
adicionado con el antibiótico, y luego transferirlos a medio de cultivo 
semisólido, también con antibiótico. 

4.	 A partir de la eliminación de la bacteria, debe seguirse el protocolo de re-
generación a partir de los explantes cocultivados. Esto se hace por la vía y 
en los medios previamente definidos para la especie. La única diferencia 
con respecto a la regeneración in vitro normal sería la adición del antibió-
tico o agente selectivo de acuerdo a las secuencias de ADN introducidas 
al genoma vegetal. 

La eficiencia de transformación mediante A. tumefaciens varía de acuer-
do a la especie vegetal y a la cepa bacteriana utilizada, pero en general depende 
de los siguientes factores:

�	 Habilidad de la cepa bacteriana para transformar a las células vegetales 
puestas en cocultivo. Ya se han caracterizado varias cepas de A. tumefa-
ciens que difieren en cuanto a su habilidad para introducir información 
genética en diferentes grupos vegetales. La selección de la cepa más ade-
cuada para una especie en particular suele ser un paso importante en la 
optimización de los protocolos de transformación.

�	 Eficiencia del sistema de selección para las células transformadas. Éste 
debe ser capaz de discriminar de manera precisa entre las células trans-
formadas y las no transformadas. Si es demasiado agresivo puede detener 
el desarrollo de las células transformadas, mientras que un sistema muy 
poco agresivo permitirá el desarrollo de células, tejidos e incluso plantas 
no transformadas (escapes), haciendo más difícil detectar a las que llevan 
los genes foráneos. 

�	 Eficiencia del sistema de cultivo in vitro que permita la regeneración de 
plantas a partir de las células transformadas. Previo al desarrollo de siste-
mas de transformación genética es indispensable desarrollar un sistema 
eficiente de regeneración in vitro a través de organogénesis o embriogé-
nesis somática. Este sistema deberá iniciar del mismo tipo de explante 
que será usado para la transformación. 
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�	 Estabilidad del nuevo ADN incorporado al genoma vegetal. Esto depen-
de en gran medida del tamaño del segmento de ADN a introducir. En 
varios grupos de plantas, la transformación genética mediada por A. tu-
mefaciens es poco eficiente, aun cuando se tomen en cuenta los factores 
antes citados. Por este motivo, se han propuesto varias modificaciones a 
los protocolos basados en esta bacteria, o bien su combinación con otras 
técnicas de transformación. Algunas de ellas son: a) Agrolistica, que com-
bina el uso de Agrobacterium como vector y la biobalistica para facilitar 
su penetración al tejido,b) Agroinfiltración, que es el uso de vacío para 
facilitar la entrada de la bacteria al tejido; c) Método SAAT, que es la pe-
netración de la bacteria facilitada por sonicación, y; d) La utilización de 
otros géneros bacterianos que también poseen la capacidad de transferir 
información genética al genoma vegetal, como Rhizobium sp., Sinorhizo-
bium y Mesorhizobium.

Como se ha mencionado antes, A. tumefaciens es un vehículo amplia-
mente usado para la introducción al genoma vegetal de nueva información 
genética. Además de esto, este sistema puede ser utilizado para la edición o 
alteración de la información genética ya existente en el genoma vegetal, esto a 
través de la tecnología CRISPR/Cas9.

Agrobacterium rhizogenes

Es una bacteria del suelo muy relacionada a A. tumefaciens identificada desde 
los años 30 del siglo XX como el agente causal de la enfermedad conocida 
como “raíces pilosas”, la cual afecta a un gran número de especies de plantas, 
principalmente del grupo de las Dicotiledóneas, aunque también son suscepti-
bles algunas Monocotiledóneas e incluso Gimnospermas. Las “raíces pilosas” 
se caracterizan por una alta tasa de crecimiento, desarrollo plagiotrópico, un 
alto grado de ramificación y gran abundancia de pelos radicales, de ahí su 
nombre de pilosas. Este fenotipo se debe a la inserción en el genoma vegetal 
de los genes rol contenidos en el ADN-T de A. rhizogenes. Además, estas raíces 
producen metabolitos específicos denominados opinas (manopina, cucumo-
pina y agropina), los cuales son secretados al suelo, en donde son utilizados 
como fuente de nitrógeno y carbono por la bacteria. A. rhizogenes es una es-
pecie que también puede ser usada como vehículo para la introducción de 
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genes foráneos al genoma vegetal. Sin embargo, en este caso lo que se genera 
de manera directa son raíces transformadas, que es un tejido vegetal que lleva 
y expresa los genes foráneos, pero también los genes silvestres de la bacteria. 
En este caso las cepas utilizadas no son desarmadas. 

El proceso de transformación genética con A. rhizogenes es muy simi-
lar al mencionado para A. tumefaciens, y hasta donde se sabe, el mecanismo 
molecular a través del cual se da la transferencia e integración de los genes 
al genoma vegetal es casi idéntico. En el caso de A. rhizogenes, después del 
cocultivo y eliminación de la bacteria, los explantes son transferidos a medio 
sin reguladores del crecimiento en donde aparecerán las raíces transformadas. 
En muchos casos es posible mantenerlas y propagarlas por tiempo indefinido 
subcultivando a medio fresco. El cultivo puede hacerse en medio semisólido, 
o bien en medio líquido (Fig. 12.2). Esto último permite escalar los cultivos, 
desde pequeños matraces hasta biorreactores de gran capacidad.
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Figura 12. 2. Generación y cultivo de raíces transformadas con A. rhizogenes en Cactáceas. a) 
Aparición de raíces transformadas (flechas) sobre un corte transversal de cactáceas inocula-
do con A. rhizogenes; b) Desarrollo de las raíces transformadas sobre el explante inoculado; 
c) Detalle de las raíces transformadas; d) Cultivo masivo de raíces transformadas; e) Raíces 

transformas productoras de betalaínas, y; f) Actividad de GUS en raíces transformadas. 
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Las raíces transformadas generadas a través del sistema A. rhizogenes tie-
nen tres áreas de aplicación dentro de la biotecnología vegetas, éstas son:

I.	 Producción de metabolitos secundarios: Las raíces transformadas mues-
tran normalmente una alta tasa de crecimiento in vitro. Además, al 
tratarse de un tejido diferenciado es estable genéticamente y conserva 
su capacidad biosintética. Esto hace de éstas un sistema ideal para la 
producción in vitro de metabolitos secundarios. Estos tejidos son capa-
ces de producir los mismos compuestos químicos que las raíces de la 
misma especie vegetal en condiciones naturales, y no suelen presentar-
se las notables reducciones en la concentración de los metabolitos que 
se han reportado para otros tipos de cultivo, como el tejido calloso o 
las células en suspensión. Ya se ha reportado la obtención de cultivos 
de raíces transformadas productores de metabolitos secundarios en una 
gran cantidad de especies, incluyendo varias plantas medicinales raras o 
amenazadas. Se han producido con éxito compuestos de interés médico 
como antihipertensivos, antimaláricos, analgésicos, antibióticos, antio-
xidantes, antitumorales, antiinflamatorios, antidiabéticos, antifúngicos y 
antivirales, así como de interés industrial como colorantes y saborizantes. 
También se han desarrollado varias estrategias dirigidas a incrementar la 
producción de los compuestos de interés. Entre estas destacan el cultivo a 
gran escala en biorreactores y las mejoras en el diseño de los mismos para 
adecuarlos a las peculiaridades de este tipo de cultivo. Otras estrategias 
son la selección de líneas altamente productoras, la adición de compues-
tos que inciten la producción del metabolito y la propia modificación 
genética de la ruta metabólica, esto sobreexpresando o bloqueando a los 
genes involucrados. Esto se puede lograr introduciendo secuencias adi-
cionales de ADN al momento de la transformación para la generación de 
las raíces transformadas.  

II.	Generación de plantas transgénicas: Las raíces transformadas son tejido 
transgénico que puede ser obtenido y cultivado de una forma relativa-
mente sencilla, tal como antes se describió. Estas raíces no requieren de 
reguladores del crecimiento para crecer, sin embargo, cuando son ex-
puestas a los mismos pueden mostrar diversas respuestas morfogénicas. 
Una de estas es la formación de brotes adventicios que pueden llevar a la 
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obtención de plantas completas. Al originarse a partir de tejido transgé-
nico, los brotes y plantas generadas conservarán esta característica. Esto 
permite usar a las raíces transformadas como un paso intermedio para la 
obtención de plantas transgénicas, brindando así una alternativa al uso 
de la transformación con cepas desarmadas (sin capacidad de inducir 
tumores) de A. tumefaciens (Figura 12.3). En el caso de A. rhizogenes, 
las cepas silvestres pueden ser usadas directamente para la generación 
de plantas transgénicas. Esto debido a que las raíces pilosas son capaces 
de regenerar plantas fértiles sin que sea necesaria ninguna modificación 
en el ADN-T, lo cual es prácticamente imposible partiendo de tumores 
producidos por cepas silvestres de A. tumefaciens. Las plantas transgé-
nicas generadas a partir de raíces transformadas en ocasiones muestran 
un fenotipo peculiar, llamado síndrome de la raíz pilosa o fenotipo Ri, 
que afecta la forma, crecimiento, capacidad de enraizamiento, floración 
y fertilidad de la planta. Algunas de las plantas regeneradas que llevan 
los genes rol de A. rhizogenes se caracterizan por presentar entrenudos 
cortos, dominancia apical reducida y hojas arrugadas; sin embargo, otras 
plantas regeneradas a partir de raíces transformadas tienen un genoti-
po completamente normal. Las alteraciones fenotípicas causadas por los 
genes rol de las cepas silvestres de A. rhizogenes no son necesariamente 
negativas desde el punto de vista agronómico o de productividad vegetal. 
De hecho, se considera actualmente que los genes rol podrían tener un 
papel importante en el mejoramiento de varias especies vegetales. Por 
ejemplo, estos genes podrían incrementar notablemente la capacidad de 
enraizamiento de muchas especies recalcitrantes, o bien producir plantas 
con sistemas radicales más fuertes y abundantes. Por otro lado, en la par-
te aérea de estas plantas se puede lograr una menor dominancia apical 
con entrenudos más cortos.
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Figura 12.3. Generación de plantas transgénicas de cítricos a partir de raíces transformadas 
con A. rhizogenes. a) Generación de raíces transformadas en un segmento de tallo inoculado 
con A. rhizogenes; b) Cultivo de raíces transformadas en medio semisólido; c) Generación de 
brotes vía organogénesis en raíces transformadas; d) Plántula transformada generada a partir 
de raíces transformadas, y; e) Actividad de GUS en hojas de plantas transgénicas de cítricos 

generadas a partir de raíces transformadas.



Capítulo 12. Transformación genética de plantas

327

III.	 Generación de plantas compuestas: Éstas se obtienen al inducir raíces 
transformadas inoculando con A. rhizogenes la parte basal de un brote 
vegetativo. Lo que se obtiene es una planta conformada por un sistema 
radical transformado y una parte área silvestre. Para esto no es esencial 
trabajar bajo condiciones in vitro ya que el proceso se puede realizar por 
completo ex vitro. Esta tecnología resulta muy útil para estudiar la expre-
sión in vivo de genes de interés y también es posible insertar genes que 
confieran ventajas agronómicas, siempre y cuando éstos funcionen cuan-
do se expresan sólo en el sistema radical. En este caso la parte aérea, flores 
y frutos incluidos, no contendrán los transgenes, pero se beneficiará de su 
presencia y expresión en la raíz.

Métodos físicos

Biobalística

El método de biobalística, también llamado bombardeo con microproyectiles 
o biolística, permite la transferencia de información genética a las células ve-
getales mediante microproyectiles esféricos (0.5 a 5 μm) recubiertos de ARN 
o ADN, y disparados a una alta velocidad (más de 400 m/s) hacía el tejido ve-
getal. Los microproyectiles deben cumplir varias características importantes; 
estar hechos de un metal inerte (oro, tungsteno o platino); tener afinidad por 
ARN/ADN para que este se adhiera a su superficie, y poder liberar el material 
genético una vez dentro de la célula. La aceleración de las partículas se logra 
usualmente mediante gases a presión por medio de dispositivos que permiten 
dirigirlas hacia el tejido vegetal. Los ácidos nucleicos se adhieren a los micro-
proyectiles mediante tratamientos con cloruro de calcio y espermidina. 

Optimizando parámetros como su velocidad y la distancia del disparo, 
los microproyectiles son capaces de penetrar la pared y la membrana celular 
sin dañar demasiado a las células vegetales, y el ADN adherido a las partícu-
las se libera después debido a las modificaciones del entorno iónico. Una vez 
solubilizado en la célula, el ADN foráneo puede integrarse aleatoriamente en 
el genoma vegetal, aunque esto suele ser un evento poco frecuente, lo cual es el 
principal inconveniente de esta técnica. Una consideración importante para la 
biobalística es que los tejidos vegetales a bombardear deben ser sometidos a 
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un tratamiento osmótico pre y post bombardeo, para minimizar el daño por 
el procedimiento.

La transferencia de ADN a través de la biobalística ha sido ampliamente 
utilizada en plantas superiores, algunos éxitos importantes incluyen algodón, 
papaya, maíz y tabaco, arroz, trigo, avena, caña de azúcar y cebada. Cabe men-
cionar que esta tecnología se ha usado extensivamente con monocotiledóneas, 
especialmente gramíneas. Esto debido a que la transformación con A. tume-
faciens suele ser muy poco eficiente en estos grupos. También han logrado la 
transformación genética de organelos celulares como los cloroplastos, bacte-
rias, protozoos, hongos, algas, insectos, tejidos animales y plantas in vivo. 

La biobalística presenta algunas ventajas importantes con respecto a la 
transformación por métodos biológicos: Es fácil, no necesita vectores espe-
cializados, por lo tanto, utiliza construcciones genéticas simples, plásmidos o 
moléculas lineales, y se pueden producir múltiples integraciones. Asimismo, 
es capaz de transformar establemente y generar líneas de plantas transgéni-
cas. Entre sus principales desventajas, se encuentran un porcentaje de éxito 
normalmente muy bajo, sobre todo en lo referente a la integración estable al 
genoma de los genes introducidos. En algunas ocasiones, la integración al 
genoma si es eficiente, pero la inserción de varias copias puede causar silen-
ciamiento génico. Además, se ha detectado la presencia de rearreglos en el 
ADN transferido. Finalmente, esta tecnología es costosa por el equipo y con-
sumibles requeridos, esto en comparación por ejemplo con la transformación 
vía A. tumefaciens que es un proceso que no requiere equipamiento especial.  
Además, los parámetros físicos (tipo de partícula, velocidad, distancia) deben 
optimizarse para cada especie y tipo de explante.

Sistemas de transformación en planta

Esta tecnología consiste en la introducción de información genética, nor-
malmente vía A. tumefaciens, en células generativas o meristemáticas de una 
planta, para luego buscar transformantes en las generaciones posteriores de-
rivadas de las estructuras inoculadas. Esto se hace en condiciones ex vitro, no 
requiere de sistemas de cultivo ni regeneración in vitro. Los tejidos a partir de 
los cuales se ha logrado la transformación en planta son:
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I.	 Yemas florales: Inmersión de inflorescencias en una suspensión de A. tu-
mefaciens o colocación de gotas o aspersión de ésta sobre las yemas florales.

II.	 Flores maduras: La suspensión de A. tumefaciens se coloca junto con el 
polen en el pistilo maduro.

III.	 Meristemos: Inoculación de la bacteria por punción en yemas axilares. 
IV.	 Semillas: Inoculación por punción, vacío o sonicación.

Otros sistemas de transformación genética

Los sistemas de transformación genética antes descritos son sin duda los que me-
jores resultados han dado. La gran mayoría de las plantas transgénicas que se 
han desarrollado, analizado e incluso liberado para la producción, han sido ge-
neradas mediante alguno de ellos. Sin embargo, en la literatura se han reportado 
varios sistemas diferentes a los mencionados, mismos que han tenido éxito en 
casos específicos. En el Cuadro 1 se presenta un resumen de estos sistemas.

Tabla 12.1. Resumen de algunos de los métodos para la transformación genética de plantas 
reportados en la literatura.

Método de 
transformación Descripción Ventajas Desventajas Referencia

Agroinfección
(Agroinoculación)

Introducción a la 
célula vegetal de 
genomas virales 
a través de A. 
tumefaciens.

Método muy eficiente 
para sobreexpresar 
proteínas de interés en 
plantas. No requiere 
de cultivo in vitro.

Sólo eficiente para 
expresión transitoria de 
genes, no hay integración al 
genoma.

Grimsley et 
al., 1986

Electroforesis

Uso de la 
electroforesis para 
movilizar segmentos 
de ADN hacia un 
tejido vegetal.

Método sencillo, 
rápido y poco costoso.

Baja frecuencia de 
transformación, baja 
regeneración de plantas 
transgénicas, generación de 
quimeras.

Griesbach 
et al., 1994
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Método de 
transformación Descripción Ventajas Desventajas Referencia

Electroporación

Introducción de 
fragmentos de 
ADN a protoplastos 
vegetales a través de 
descargas eléctricas 
de alta intensidad y 
corta duración.

Fácil, rápido y de 
simple operación. 
Técnica común 
para transformar 
microorganismos por 
lo que hay equipos 
disponibles.

Necesidad de protoplastos, 
baja tasa de transformación 
y de integración del ADN 
al genoma, difícil regenerar 
plantas completas. 

Sorokin 
et al., 2000

Fibras de carburo 
de silicio

Las células vegetales 
se agitan en 
presencia de fibras 
de carburo de 
silicio y ADN. Las 
fibras penetran las 
células facilitando la 
entrada del ADN.

Método fácil, rápido y 
poco costoso.

Baja regeneración de 
plantas ya que se requieren 
suspensiones celulares 
embriogénicas,  baja 
eficiencia de transformación. 
Toxicidad de las fibras de 
carburo de silicio.

Petolino 
y Arnold, 
2009

Liposomas

Fusión de liposomas 
que contienen el 
ADN a transferir 
con protoplastos.

Capacidad de portar 
grandes fragmentos 
de ADN sin un vector.

Frecuencia muy baja de 
transformación, inserción 
del ADN en tándem, 
problemas en la preparación 
de los liposomas, requiere 
de protoplastos y de un 
método de regeneración a 
partir de éstos.

Zhu 
et al., 1993

Microinyección

Inyección directa 
de ADN al núcleo 
de la célula vegetal 
(Protoplasto).

Proceso bajo control 
visual, cantidades 
controlables de ADN 
a introducir, alta tasa 
de transformación.

Se requiere personal 
y equipo altamente 
especializados, proceso 
caro y lento. Requiere 
de protoplastos y de un 
método de regeneración a 
partir de éstos.

Holm 
et al., 2000

Microláser

Se hacen 
perforaciones 
momentáneas en la 
pared y membrana 
celular enfocando 
un microlaser sobre 
microcallos. El ADN 
penetra a través de 
estos orificios.

No requiere de 
vectores, inyección 
óptica automatizada, 
alta velocidad, 
eficiente y preciso.

Se requiere de equipo 
óptico especializado de gran 
precisión, baja frecuencia 
de transformación y de 
integración del ADN al 
genoma.

Badr 
et al., 2005
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Método de 
transformación Descripción Ventajas Desventajas Referencia

Nanotubos de 
carbono

Introducción 
de ADN o ARN 
mediada por 
nanotubos de 
carbono capaces de 
atravesar la pared y 
membrana celular.

Facilidad, bajo 
costo, alta eficiencia 
y capacidad de 
introducir grandes 
cantidades de ácidos 
nucleicos a la célula.

Baja dispersabilidad de 
los nanotubos en medios 
acuosos, por lo que se 
requieren de pretratamientos. 
Baja eficiencia de 
integración al genoma.

Burlaka 
et al., 2015

Transferencia 
hidrodinámica

Uso de una alta 
presión hidrostática 
para desestabilizar la 
membrana y facilitar 
la penetración de 
ADN a la célula.

No requiere de 
vectores. Método 
rápido.

Baja eficiencia de 
integración al genoma. 
Requiere de equipo 
especializado.

Jinturkar 
et al., 2011

Transferencia 
mediada por 
compuestos 
químicos

Uso de compuestos 
como polietilenglicol 
(PEG) combinados 
con choques 
térmicos con el fin de 
facilitar la entrada de 
ADN a protoplastos.

Método fácil, rápido, 
no se requiere de 
equipo sofisticado.

Regeneración de plantas 
con eficiencia reducida, baja 
eficiencia de transformación, 
poca reproducibilidad, 
necesidad de protoplastos 
y toxicidad celular de los 
compuestos empleados.

Kohler 
et al., 1987

Vectores virales

Uso de virus como 
vehículo para 
introducir ADN a las 
células vegetales.

Infecciones rápidas, 
fáciles y sistémicas. 
Producción de 
grandes cantidades 
de proteínas 
heterólogas, rango de 
hospedadores amplio, 
no se requiere de 
cultivo in vitro.

No se generan líneas 
transgénicas ya que no hay 
integración al genoma, 
tamaño del transgen 
limitado, síntomas 
específicos de enfermedad, 
alta frecuencia de errores 
durante la síntesis del ARN.

Yusibov 
et al., 2000

 
Selección de los tejidos o plantas transformados

En general, la eficiencia de los métodos de transformación desarrollados hasta 
la fecha, y descritos antes, es baja. Esto quiere decir que sólo una fracción de 
las células tratadas recibe efectivamente la nueva información genética. Por 
esto es de suma importancia poder seleccionar de una forma temprana a las 
células, tejidos o plantas que fueron transformadas, eliminando a las que no 
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recibieron la nueva información genética. Hasta la fecha, la manera más efi-
ciente para poder llevar a cabo esta selección es incorporar secuencias de ADN 
adicionales a la empleada para mejorar o alterar las características de la planta. 
Estos genes pueden codificar para características que faciliten la selección y/o 
identificación temprana de las células, tejidos o plantas transformadas. Ade-
más, existen diversas técnicas que permiten detectar la presencia, número e 
incluso arreglo de las secuencias introducidas al genoma vegetal.

A continuación, se mencionan los métodos más empleados para la iden-
tificación y caracterización de células, tejidos y plantas transformadas.

A.	 Identificación a través del genotipo: En este caso se introducen, junto con 
los genes de interés, otros que causen cambios fácilmente detectables en 
el fenotipo de los tejidos transformados. Los tipos de genes que se utili-
zan con este fin son:
I.	 Marcadores de selección. Son genes que codifican para enzimas que de-

toxifican antibióticos o herbicidas, haciendo a los tejidos resistentes a 
los mismos. De esta manera, la adición de estos compuestos al medio 
de cultivo, o a la planta misma, permite seleccionar a los tejidos re-
sistentes, y por tanto transformados, al eliminar a los que no lo están. 
Ejemplo de estos genes marcadores ampliamente usados son npt-II 
que confiere resistencia a kanamicina (antibiótico) y bar que confiere 
resistencia a fosfinotricina (herbicida). 

II.	Genes reporteros. Son genes cuyos productos generan una actividad 
no presente en los tejidos vegetales no transformados y fácilmente de-
tectable. Ejemplo de esto son el gen UidA que genera una reacción 
enzimática colorida (GUS) o el gen gfp, tomado de una medusa biolu-
miniscente, que hace a los tejidos transformados capaces de emitir luz 
visible al ser estimulados con otras longitudes de onda.

B.	 Detección del ADN introducido dentro del genoma vegetal. Para esto se 
hace uso de técnicas de biología molecular, como el Southern blot o la 
PCR para verificar la presencia de las secuencias introducidas, tanto en los 
tejidos directamente transformados, como en las plantas derivadas de los 
mismos y su progenie. Más recientemente, las técnicas de secuenciación 
de ADN de nueva generación han facilitado no sólo la detección de las 
secuencias introducidas en el genoma, sino el conocimiento del número 
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de copias, integridad y sitio de inserción. Además, permiten descartar la 
inserción de secuencias propias del vector usado para la transformación.

C.	 Detección de los productos de la transcripción y traducción de las secuen-
cias introducidas. Además del ADN introducido, es posible la detección 
del ARN producto de la transcripción del mismo, así como la proteína 
derivada de su traducción. En el primer caso se pueden usar las técnicas 
Northern blot o RT-PCR, y en el segundo el Western blot. Estas veri-
ficaciones son importantes ya que demuestran la funcionalidad de las 
secuencias introducidas. 

D.	Bioensayos. Cuando la transformación genética tiene como finalidad 
mejorar o alterar alguna característica agronómica, la prueba más impor-
tante es la verificación mediante bioensayos, de que el cambio esperado 
ha sucedido. Estos bioensayos pueden hacerse sobre las plantas transfor-
madas o su progenie. 

Protocolos 

Protocolo 12.1  
Transformación genética de violeta africana  
o gloxinia mediante Agrobacterium tumefaciens

La violeta africana (Saintpaulia ionantha) y la gloxínea (Sinningia speciosa) 
son plantas de ornato muy apreciadas pertenecientes a la familia Gesneria-
ceae. Son especies que responden muy bien al cultivo in vitro y se regeneran 
de manera rápida y muy eficiente a través de la organogénesis (Ver Capítulo 1 
de esta obra). Además, son susceptibles a la transformación genética vía A. tu-
mefaciens, por lo que pueden considerarse especies modelo en lo que respecta 
a este proceso. 

Material biológico:

�	 Cultivos in vitro de violeta africana (Saintpaulia ionantha) o de gloxínea 
(Sinningia speciosa). Ver protocolo en Capítulo 1 de esta obra.

�	 Cepa bacteriana: A. tumefaciens (Cepa desarmada que contenga un vector 
binario con gen marcador de selección (npt-II) y gen reportero (uid A).



334

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Medios de cultivo:

Para la bacteria:

YEB + 50 mgL-1 de Kanamicina + 50 mgL-1 de Rifampicina1

Medio YEB (Para 1 L).

Extracto de carne				    5.0 g	 pH 7.0
Peptona					     5.0 g
Sacarosa					     5.0 g
Extracto de levadura			   1.0 g
MgSO4 - 7H2 O				    0.5 g 
Para medio sólido añadir 12-15 g de agar

Para el tejido vegetal: 

a)	 Medio MS líquido, ph 5.7 con 3% de sacarosa (En frascos pequeños con 
45 mL)

b)	 Medio MS pH 5.7 con 3% de sacarosa y 8 gL-1 de agar como gelificante 
(En cajas petri)

c)	 Medio MS líquido, ph 5.7 con 3% de sacarosa y 500 mgL-1 de Claforán2 
(Frasco Gerber). 

d)	 Medio MS, ph 5.7 con 3% de sacarosa, 8 gL-1 de agar como gelificante, 2 
mgL-1 de AIA, 1 mgL-1 de BA, 250 mgL-1 de Claforán y 50 mgL-1 Kanami-
cina (Frascos Gerber con 30 mL de medio)

e)	 Medio MS, ph 5.7 con 3% de sacarosa, 8 gL-1 de agar como gelificante, 
250 mgL-1 de Claforán y 50 mgL-1 Kanamicina (Frascos Gerber con 30 mL 
de medio)

Para la preparación del medio MS consultar Capítulo 1 de esta obra.

1	 O los antibióticos necesarios dependiendo de la cepa seleccionada.
2	 Claforán: Antibiótico usado para eliminar a A. tumefaciens después del cocultivo. 



Capítulo 12. Transformación genética de plantas

335

Procedimiento

1.	 Para obtener la suspensión bacteriana, inocular una colonia de A. tume-
faciens en 50 mL de medio YEB líquido e incubar a 28°C con agitación 
continua, esto debe hacerse 72 horas antes de la transformación.

2.	 Agregar 50 µL de acetosiringona 100 mM y 5 mL del cultivo bacteriano a 
un frasco del medio de cultivo (a).

3.	 Procesar los explantes y depositarlos en el medio (a) con acetosiringona y 
la bacteria. Para obtener los explantes: Tomar hojas de plantas de violeta 
africana o gloxínea establecidas in vitro. Eliminar los bordes y hacer 2-3 
heridas por el envés de la hoja a lo largo de la lámina. Hacer cortes lim-
pios con bisturí evitando aplastar el tejido.

4.	 Mantener los explantes en el medio (a) con acetosiringona y bacteria 30 
minutos a partir de que se introdujo el último.

5.	 Sacar los explantes de la suspensión bacteriana, secar el exceso de líquido 
colocándolos suavemente sobre gasa estéril y transferirlos a las cajas con 
medio sólido sin antibióticos (b).

6.	 Mantenerlos por 24-723 horas en la obscuridad a 26 °C (Cocultivo). 
7.	 Transferir los explantes al medio (c) y mantenerlos en el mismo por 2 hrs 

bajo agitación suave.
8.	 Transferir los explantes al medio (d), máximo 2 explantes por recipiente. 

Incubarlos a 26 °C con fotoperiodo. En caso de observarse crecimiento 
bacteriano repetir los pasos 7 y 8. En caso contrario, subcultivar a medio 
fresco cada 12 días hasta observar la aparición de brotes, presuntamente 
transformados. 

9.	 Colectar los brotes, individualizarlos y colocarlos en posición vertical en 
el medio medio (e) para su enraizamiento.

10.	Una vez que los brotes enraícen y alcancen unos 15-20 mm de altura, co-
lectar un segmento de hoja de cada uno de ellos y llevar a cabo un ensayo 
histoquímico para detectar actividad de GUS.

3	 El tiempo de cocultivo dependerá de la cepa y concentración bacteriana utilizada. Se recomienda llevar a 
cabo un experimento probando 24, 48 y 72 h de cocultivo. Un tiempo corto de cocultivo genera una baja 
eficiencia de transformación. Un tiempo demasiado largo hace muy difícil eliminar a la bacteria una vez 
concluido y puede generar necrosis en el tejido.
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Protocolo 12.2

Ensayo histoquímico para β-glucoronidasa (gus).
Solución de reacción

Para preparar 1 mL

Reactivo Cantidad Concentración final
Buffer fosfatos 1M 100 µL 100 mM
EDTA 0.25 M 40 µL 10 mM
Ferrocianuro de potasio 5 mM 100 µL 0.5 mM
Ferricianuro de potasio 5 mM 100 µL 0.5 mM
Triton 10% 10 µL 0.1 %
X-gluc 40 mM 50 µL 2.0 mM
Agua desionizada 600 µL

Procedimiento

1.	 Tomar un fragmento de tejido vegetal y colocarlo en el fondo de un tubo 
para microcentrífuga.

2.	 Cubrir el tejido con la solución e de reacción e incubar a 37 °C hasta 
que aparezca un precipitado azul en el tejido transformado. Esto sucede 
entre las 2 y 12 horas de incubación, dependiendo de la velocidad de pe-
netración del substrato al tejido, normalmente la coloración comienza a 
aparecer en las heridas. 

3.	 Detener la reacción eliminando la solución y cubriendo el tejido con eta-
nol al 70%. En el caso de tejidos verdes, cambiar varias veces el etanol 
para eliminar los pigmentos fotosintéticos que pueden encubrir el color 
azul producto de la reacción.

4.	 El tejido se puede conservar por tiempo indefinido en etanol al 70%.
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Preparación de las soluciones

Buffer fosfatos 1M.
Fosfato monobásico de Na	 12.0 g disueltos en 100 mL de agua desionizada
Fosfato dibásico de Na		  14.2 g disueltos en 100 mL de agua desionizada
Añadir el primero al segundo hasta alcanzar un pH de 7

EDTA 0.25 M.

0.465 g/50 ml de buffer fosfatos 100 mM pH 7

Ferrocianuro de potasio 5 mM.
105 mg disueltos en 50 mL de buffer fosfatos 100 mM pH 7

Ferricianuro de potasio 5 mM.
82.5 mg disueltos en 50 mL de buffer fosfatos 100 mM pH 7

X-Gluc 40 mM.
5.2 mg disueltos en 250 µL de dimetilformamida4

Abreviaturas

ADN-T: ADN transferible. Porción del plásmido Ti de Agrobacterium 
tumefaciens, del Ri de A. rhizogenes, o de un vector binario, que se 
transfiere al genoma de la célula vegetal.

GUS: Enzima β-glucuronidasa. 
Ri: Plásmido inductor de raíces de Agrobacterium rhizogenes.
rol: Genes de Agrobacterium rhizogenes que al ser transferidos al genoma 

vegetal confieren el fenotipo de raíz pilosa.
Ti: Plásmido inductor de tumores de Agrobacterium tumefaciens.
vir:  Genes de virulencia de Agrobacterium.

4	 Verificar la forma de solubilizar en las instrucciones del producto. Las características de solubilidad va-
rían de acuerdo a la marca comercial del substrato.
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Resumen 

Hasta ahora se sabe que la actividad y función de las células 
es dictada por la información genética del organismo en cues-
tión, de esta forma se sintetizan las proteínas de acuerdo con 
las necesidades del metabolismo celular. Los genes que serán 
encendidos van a depender específicamente del momento y las 
necesidades fisiológicas de la célula, así como del tejido al que 
pertenezca. De esta forma se sintetizan las proteínas que lleven a 
cabo los procesos metabólicos requeridos, ya que las proteínas, 
específicamente las enzimas, son los componentes principales 
de las rutas metabólicas al realizar las reacciones químicas espe-
cíficas que sostienen el metabolismo y les dan mantenimiento a 
las estructuras propias de las células. En este capítulo daremos 
una vista general de las proteínas con la finalidad de entender-
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las, es decir conocer la importancia para las plantas y de cualquier ser vivo. 
También se abordará un apartado donde se muestre una ruta bioinformática 
para la búsqueda de proteínas y su modelado hipotético. 

Aminoácidos: bloques constructores de las proteínas 

Los aminoácidos son los compuestos químicos de los cuales se encuentran 
constituidas las proteínas, su estructura química general se muestra en la figu-
ra 13.1. El aminoácido debe su nombre a que contiene un grupo amino y un 
grupo ácido, ambos unidos a un carbono central denominado carbono alfa, al 
cual también se le une un átomo de hidrogeno y un grupo R o cadena lateral 
que es un comodín, ya que puede ser intercambiado por diferentes Radicales 
o compuestos químicos que le da identidad al aminoácido, dependiendo del 
grupo R es el nombre que recibe el aminoácido (Fig.13.1). 

Figura 13.1. Estructura general de un aminoácido. En azul se muestra el grupo amino, en rojo 
el carbono alfa, en verde el grupo carboxilo y en morado el grupo de cadena lateral (radical 

R) quien diferencia a los aminoácidos.

Cada aminoácido tiene su propio nombre y su nombre abreviado ya sea 
por una o por tres letras (Tabla 13.1). Dependiendo de las características quí-
micas del grupo R o radical, los aminoácidos pueden ser clasificados de muy 
diferentes formas.

H

N C C

O

O

H

R
HH
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Tabla 13.1. Características y código genético de los aminoácidos 

Aminoácido Codón Características

Arginina
Arg
R

AGA
AGG
CGA
CGC
CGG
CGU

Aminoácido esencial para el ser humano, presenta carga positiva 
debido a sus grupos amino extras en su cadena lateral que le otorgan 
su carácter básico y es polar. Es glucogénico. Se encuentra en carnes, 
pescado y lácteos.

Histidina
His
H

CAC
CAU

Aminoácido esencial para el ser humano, presenta carga positiva 
debido a su grupo imidazol en su cadena lateral que le otorga su 
carácter básico y es polar. Es glucogénico. Se encuentra en carnes, 
pescado y lácteos. 

Lisina
Lys
K

AAA
AAG

Aminoácido esencial para el ser humano, presenta carga positiva 
debido a un grupo amino extra en su cadena lateral que le otorga su 
carácter básico, es polar y cetogénico. Se encuentra en carnes, pescado 
y lácteos.

Ácido Aspártico
Asp
D

GAU
GAC

Aminoácido no esencial para el ser humano, presenta carga negativa 
debido a un grupo carboxilo extra en su cadena lateral y es polar. Es 
glucogénico. Se encuentra en chicharos, lentejas soya y espárragos.

Ácido Glutámico
Glu
E

GAA
GAG

Aminoácido no esencial para el ser humano, presenta carga negativa 
debido a un grupo carboxilo extra en su cadena lateral y es polar. Es 
glucogénico. Se encuentra en proteínas vegetales y animales.

Serina
Ser
S

AGC
AGU
UCA
UCC
UCG
UCU

Aminoácido no esencial para el ser humano, no presenta carga, pero es 
polar debido al grupo hidroxilo en su cadena lateral. Es glucogénico. Se 
obtiene de la hidrólisis de la seda. Se encuentra en proteínas vegetales 
y animales.

Treonina
Thr
T

ACA
ACC
ACG
ACU

Aminoácido esencial para el ser humano, no presenta carga, pero es 
polar debido al grupo hidroxilo en su cadena lateral. Es cetogénico 
y glucogénico. Se encuentra en proteínas vegetales y animales. 
Especialmente en el requesón, lentejas y ajonjolí.

Asparagina
Asn
N

AAC
AAU

Aminoácido no esencial, polar sin carga debido a que presenta un 
grupo carboxamida como cadena lateral. Es glucogénico. Se encuentra 
en proteínas vegetales y animales.

Glutamina
Gln
Q

CAA
CAG

Aminoácido no esencial con cadena lateral polar sin carga. Es muy 
importante en la degradación de aminoácidos y síntesis de aminoácidos. 
Es glucogénico. Se encuentra en vegetales de hoja verde.
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Aminoácido Codón Características

Alanina
Ala
A

GCA
GCC
GCG
GCU

Aminoácido no esencial para el ser humano, hidrófobo sin carga, con 
un grupo metilo como su cadena lateral. Es glucogénico. Se encuentra 
en proteínas de origen animal como carne, leche y huevo.

Isoleucina
Ile
I

AUA
AUC
AUU

Aminoácido esencial para el ser humano, es hidrófobo sin carga debido 
a que su cadena lateral es alifática. Es cetogénico y glucogénico. Se 
encuentra en proteína animal, en la soya y amaranto.

Leucina
Leu
L

CUA
CUC
CUG
CUU
UUA
UUG

Aminoácido esencial para el ser humano, la cadena lateral es alifática 
lo que le confiere su carácter hidrófobo, es cetogénico. Se localiza en 
proteínas animales y en leguminosas.

Metionina
Met
M

AUG

Aminoácido esencial para el ser humano, es hidrófobo debido a 
su cadena lateral alifática que presenta azufre, es uno de los dos 
aminoácidos proteicos azufrados. Es glucogénico. Es uno de los dos 
únicos aminoácidos con un solo codón que codifica para el aminoácido 
además del Triptófano, dicho codón indica el inicio de la síntesis de las 
proteínas. Todas las proteínas “nacen” con la metionina como primer 
aminoácido.

Fenilalanina
Phe
F

UUC
UUU

Aminoácido esencial para el ser humano, hidrófobo debido a que 
contiene un anillo bencénico en su cadena lateral por lo que pertenece 
a los aminoácidos aromáticos, es tanto cetogénico como glucogénico. 
Se encuentra en proteína animal leche carne y huevo, y en proteína 
vegetal de leguminosas.

Triptófano
Trp
W

UGG

Aminoácido esencial para el ser humano, es uno de los dos aminoácidos 
que es codificado por un solo codón, el otro es la Metionina. Su 
cadena lateral es un grupo indol aromático lo que le confiere carácter 
hidrófobo. Es cetogénico y glucogénico. Se encuentra en proteína 
animal como vegetal.

Tirosina
Tyr
Y

UAC
UAU

Aminoácido no esencial para el ser humano, aromático, su cadena 
lateral presenta un anillo bencénico hidroxilado lo que le confiere cierta 
polaridad a la cadena lateral hidrófoba. Es cetogénico y glucogénico. Se 
encuentra en proteína animal y vegetal.

Valina
Val
V

GUA
GUC
GUG
GUU

Aminoácido esencial para el ser humano, con cadena alifático lo que 
le confiere carácter hidrófobo. Es glucogénico. Se encuentra en frutos 
rojos, chocolate, plátano.
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Aminoácido Codón Características

Cisteína
Cys
C

UGC
UGU

Aminoácido no esencial para el ser humano, es uno de los dos 
aminoácidos azufrados, el otro es la metionina, en su cadena lateral 
se presenta un grupo tiol capaz de formar puentes disulfuro con otra 
cisteína para formar el residuo Cistina. Es glucogénico. Se encuentra en 
proteína animal y vegetal.

Prolina
Pro
P

CCA
CCC
CCG
CCU

Aminoácido no esencial para el ser humano, su cadena lateral alifática 
se une con el grupo amino formando un anillo, lo que le permite a la 
cadena polipeptídica dar giros cerrados y cambiar la dirección de los 
motivos. Es glucogénico.

Glicina
Gly
G

GGA
GGC
GGG
GGU

Aminoácido no esencial para el ser humano, su cadena lateral es 
sólo un hidrógeno lo que le hace ser el aminoácido más pequeño, se 
le considera hidrófobo. Es glucogénico. Se encuentra ampliamente 
distribuido en proteína vegetal y animal.

Los aminoácidos alifáticos son aminoácidos cuya cadena lateral o grupo R es 
hidrofóbico constituido exclusivamente por carbono e hidrógeno. 

Los aminoácidos aromáticos contienen un anillo de benceno por lo que son 
hasta cierto punto hidrófobos, son utilizados para sintetizar algunas hormo-
nas en el organismo.

Los aminoácidos ácidos justo tienen la característica de ser ácidos y tienen 
carga negativa, mientras que los aminoácidos básicos son básicos o alcalinos y 
tienen carga positiva, en ambos casos por tener carga positiva o negativa son 
aminoácidos hidrófilos.

Los aminoácidos amidas contienen un segundo grupo amino en su cadena 
lateral por lo que están cargados positivamente y son hidrófilos.

Los aminoácidos hidroxilados contienen grupos OH en su cadena lateral lo 
que los hace ser hidrófilos.

Los aminoácidos azufrados contienen azufre en su cadena lateral.

La prolina es el único aminoácido en el que su cadena lateral se une con el 
grupo amino y forma un anillo.
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Enlace Peptídico

Se considera una proteína cuando se han enlazado de forma lineal 100 o más 
aminoácidos y se considera péptido cuando se han enlazado menos de 100 
aminoácidos. El enlace entre aminoácidos se lleva a cabo mediante el denomi-
nado enlace peptídico que es un enlace covalente entre el carbono del grupo 
ácido del primer aminoácido con el nitrógeno del grupo amino del segundo 
aminoácido, al formarse el enlace peptídico se desprende una molécula de 
agua como se muestra en la Figura 13.2.

Figura 13.2. Unión peptídica entre dos aminoácidos. El OH del carboxilo del aminoácido 
uno; se une con el hidrógeno del grupo amino del segundo aminoácido, liberando una molé-
cula de agua durante la reacción de formación del enlace peptídico entre el carbono del grupo 

ácido del primer aminoácido y el nitrógeno del grupo amino del segundo aminoácido.

El enlace peptídico es un enlace más corto que el enlace covalente sim-
ple y también es rígido como un doble enlace covalente, ambas características 
son debido a que la nube electrónica del doble enlace entre el carbono con el 
oxígeno del grupo carboxilo también resuena en el enlace peptídico entre el 
carbono del grupo carboxilo del primer aminoácido y el nitrógeno del grupo 
amino del siguiente aminoácido, de tal forma que podríamos mencionar que 
el enlace peptídico es un “semidoble enlace covalente”. Los demás enlaces co-
valentes simples de los aminoácidos en la cadena de aminoácidos tienen su 
movilidad normal de 360°. 

Imaginemos una proteína como un collar de perlas, en donde cada perla 
es un aminoácido y el hilo que las une es el enlace peptídico. Recordemos 
que las cadenas laterales o grupos R de los aminoácidos tienen característi-
cas químicas que los hacen tener cargas positivas o negativas, ser hidrófilos 
o hidrófobos, sabemos que las cargas opuestas se atraen, sabemos que cargas 
iguales se repelen, sabemos que lo hidrófilo atrae a lo hidrófilo, que lo hidró-
fobo atrae a lo hidrófobo y que lo hidrófobo repele a lo hidrófilo, de esta forma 
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imaginemos que en ese collar de aminoácidos algunos aminoácidos se atraen 
entre sí, que otros aminoácidos de repelen uno a otros, y de esta forma sin 
romperse los enlaces peptídicos, se empiezan a generar formas en la cadena 
de aminoácidos (proteína) por atracción y repulsión de las cadenas laterales o 
grupos R de los aminoácidos, un ejemplo sencillo es el que mostramos abajo. 
Esas diferentes formas van generando estructuras en las proteínas.

Figura 13.3. Ejemplo sencillo de atracciones y repulsiones en la cadena de aminoácidos.

Importancia y funciones de las proteínas.  
Aspectos nutricionales de las proteínas

Todos los organismos vivos estamos hechos de proteínas en mayor o menor 
grado, en general de dos tipos de proteínas, proteínas sin actividad metabólica 
y proteínas con actividad metabólica (enzimas). Las proteínas sin actividad 
metabólica, son proteínas estructurales y/o de almacenamiento, es decir for-
man parte de estructuras como los ribosomas, forman parte del cito esqueleto 
de las células, y las proteínas de almacenamiento que forman gránulos protei-
cos en las células del endospermo o cotiledones de las semillas, que le servirán 
a la semilla para alimentarse y activar el metabolismo para la germinación y 
establecimiento de la nueva planta en suelo, entre otras muchas funciones de 
las proteínas. 

Las proteínas con actividad metabólica básicamente son enzimas que lle-
van a cabo las reacciones bioquímicas dentro de nuestras células con lo que se 
mantienen la homeostasis del organismo. 

Por su origen las proteínas pueden clasificarse en proteínas de origen ani-
mal o proteínas de origen vegetal. Las proteínas de origen animal son las de 
alto valor nutricional para el ser humano, estas son las proteínas de la leche, el 
huevo y todo tipo de carne o pescado. 
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Las proteínas de intermedio valor nutricional para el hombre, en general 
son las proteínas de leguminosas y las de cereales. Los vegetarianos mezclan 
proteínas de leguminosas con proteínas de cereales y de esta forma consu-
men proteína de mejor calidad nutricional, ya que se complementan en su 
valor nutricional. Es recomendable que los niños que están en crecimiento 
consuman proteínas de alta calidad nutricional, mientras que los adultos se 
encontrarán en buenas condiciones consumiendo la mezcla de proteínas de 
leguminosas con cereales. 

La calidad nutricional de las proteínas depende del número y cantidad 
de aminoácidos de los cuales se encuentre constituida la proteína. Existen 20 
aminoácidos de los cuales están conformadas las proteínas, 10 de ellos son ami-
noácidos esenciales, lo que significa que deben ser ingeridos de los alimentos ya 
que nuestro organismo no es capaz de sintetizarlos, de esta forma las proteínas 
constituidas por esos 10 aminoácidos esenciales y cuyas cantidades en la misma 
proteína sean las adecuadas para el ser humano, constituyen proteínas de alto 
valor nutricional (leche, huevo, todo tipo de carne y pescado), mientras que las 
proteínas de origen vegetal como leguminosas y cereales, presentan de bajo a 
intermedio valor nutricional, de ahí que daban ser combinadas.

Las proteínas, tanto enzimas como proteínas estructurales y de almace-
namiento que se encuentran en las células de animales y vegetales son de las 
que nos alimentamos. Desde el punto de vista nutricional las proteínas son 
de gran importancia en la alimentación del ser humano, en general se reco-
mienda 0.99 g de proteína por kilogramo de peso al día. De esta forma, una 
persona de 60 kg deberá consumir 59.4 g de proteína al día y una persona de 
80 kg deberá consumir 79.2 g de proteína al día, para nada son las cantidades 
exorbitantes que solemos consumir.
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Tabla 13.2. Aminoácidos esenciales y no esenciales para el organismo humano

Esenciales No esenciales
Histidina Alanina
Isoleucina Asparagina
Leucina Ácido aspártico
Lisina Ácido glutámico
Metionina Cisteína
Fenilalanina Glutamina
Treonina Glicina
Triptófano Prolina
Valina Serina
Arginina* Tirosina

*El aminoácido Arginina es esencial durante la infancia.

Niveles estructurales de las proteínas

Estructura primaria 

En este apartado y para fines más didácticos, se analizarán los tres niveles es-
tructurales de la proteína β-expansina de maíz (EXPB1_MAIZE).

La estructura primaria de una proteína se refiere a la secuencia de ami-
noácidos en la cadena polipeptídica (proteína), dicha secuencia está dada por 
la información genética almacenada en el ADN, recordemos que los aminoá-
cidos están codificados por tripletes de nucleótidos denominados codones. En 
la figura 13.4, se observa los primeros treinta nucleótidos y su complementa-
rio de la secuencia de la EXPA1 de maíz. Ha de recordar el lector que, en todas 
las secuencias de ADN, al inicio de cada cadena lleva el 5´y al final el 3´. Debi-
do a que son treinta nucleótidos, entonces se formarán 10 codones o tripletes 
de nucleótidos y por lo tanto diez aminoácidos; esto se puede observar en la 
misma figura en el primer marco de lectura abierta (1MLA), donde el codón 
atg codifica para M, o metionina y el último gtc para V, o valina. 

Sin embargo, existe la posibilidad de que la lectura del gen empiece en el 
segundo nucleótido y de allí se forme otro diferente codón que sería tgg que 
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sería el 2 MLA. En la figura 13.4, el nucleótido que no se tomaría en cuenta 
para la nueva lectura esta de color rojo. A este tipo de lectura se le conoce 
como marcos de lectura abierta (MLA), lo que quiere decir que en nuestra 
secuencia se tienen seis diferentes MLA, de esta manera se tendrían seis se-
cuencias de aminoácidos diferentes. Para el cuarto MLA, éste empezaría en la 
cadena complementaria en la dirección de 5´a 3´ por lo que el primer codón 
sería gac que codifica para D o ácido aspártico. 

Por lo que el primer codón sería gac que codifica para D, o ácido aspártico. 
También se observa que en los MLA tres, y seis existen codones de paro qué es-
tán representados por un guion (taa, tga, que en el ARN serían uaa y uga).

Figura 13.4. Marcos de lectura abierta (MLA). En la figura se observan los seis MLA de la 
secuencia de ADN. En rojo se representan las bases nitrogenadas que no se toma en cuenta para 

la formación del codón y el guion es el codón de paro (https://web.expasy.org/translate/). 

1 MLA
atg gga tcc ctc gtt aat aac atc atg gtc

5’ atg gga tcc ctc gtt aat aac atc atg gtc 3’
3’ tac cct agg gag caa tta ttg tag tac cag 5’

M G S L V N N I M V

2 MLA
atgg gat ccc tcg tta ata aca tca tgg
W D P S L I T S W

3 MLA
atggg atc cct cgt taa taa cat cat ggt

G I P R - - H H G

Secuencia de ADN

Marcos de lectura abierta

4 MLA
gac cat gat gtt att aac gag gga tcc cat
D H D V I N E G S H

5 MLA
gacc atg atg tta tta acg agg gat ccc
T M M L L T R D P

6 MLA
gacca tga tgt tat taa cga ggg atc cca

P - C Y - R G I P

https://web.expasy.org/translate/
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También con la estructura primaria se puede predecir la estructura se-
cundaria de la proteína. Como ejemplo se tiene la estructura primaria de una 
expansina nombrada en la base de datos como EXPB1_MAIZE (Fig. 13.5); 
las expansinas son proteínas que modifican la pared celular de plantas. En la 
misma figura, se muestra, que la secuencia de aminoácidos lleva un orden, 
en este ejemplo la proteína comienza con el aminoácido uno el cual es M o 
Metionina y corresponde al grupo Amino terminal (H3N

+ -, NH3
+-) libre, y así 

sucesivamente hasta el último aminoácido, que en este caso es el aminoácido 
Y, o tirosina, que se distingue por el grupo carboxilo (- COO-) libre. Los enla-
ces peptídicos son la fuerza que mantiene la estructura primaria.

Figura 13.5. Secuencia de aminoácidos de una expansina de maíz (EXPB1_MAIZE). Som-
breado en verde es donde inicia el modelo de la estructura 3D. Sombreado en gris, el dominio 
EG45 y sombreado en azul el dominio CBD y en magenta el motivo conservado HFD carac-

terístico de las expansinas (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Estructura secundaria

Existen dos tipos de estructura secundaria en una proteína, la denominada 
alfa hélice y la denominada beta hoja plegada, ambas estructuras son estables 
gracias a la gran cantidad de puentes de hidrógeno (atracciones electrostáticas 
entre cargas negativas y positivas) que se generan entre las cadenas laterales de 
los aminoácidos. Ambas estructuras básicamente se generan por la secuencia 
de aminoácidos, los estudios de estas estructuras muestran aminoácidos con 
mayor prevalencia en cada una de ellas, como se muestra en la tabla 13.3.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabla 13.3. Aminoácidos que muestran mayor presencia en las estructuras secundarias

Aminoácido Alfa
Hélice

Beta
Plegada

Vuelta
Reversa

Ac. Glutámico 1.58 0.52 1.01
Alanina 1.41 0.72 0.82
Leucina 1.34 1.22 0.57
Metionina 1.30 1.14 0.52
Glutamina 1.27 0.98 0.84
Lisina 1.23 0.69 1.07
Arginina 1.21 0.84 0.90
Histidina 1.05 0.80 0.81
Valina 0.90 1.87 0.41
Isoleucina 1.09 1.67 0.47
Tirosina 0.74 1.45 0.76
Cisteína 0.66 1.40 0.54
Triptófano 1.02 1.35 0.65
Fenilalanina 1.16 1.33 0.59
Treonina 0.76 1.17 0.90
Glicina 0.43 0.58 1.77
Asparagina 0.76 0.48 1.34
Prolina 0.34 0.31 1.32
Serina 0.57 0.96 1.22
Ac. Aspártico 0.99 0.39 1.24

En la figura 13.6, se muestra la estructura secundaria de la EXPB1_MAI-
ZE, con número de acceso 2hcz en el PDB. Las letras A mayúsculas en rojo 
representan la estructura beta, mientras que las letras H mayúsculas en azul son 
las alfa hélices, los motivos de giro están representados por el símbolo β para las 
vueltas en beta y γ vuelta gamma, las uniones entre los números encerrados en 
circulo amarillo (1, 2 y 3) representa los enlaces de disulfuro (www.ebi.ac.uk)

En resumen, esta proteína tiene tres alfa-hélices y 14 betas con varios giros 
beta y gamma y tres puentes disulfuro donde participan seis cisteínas (C) con-
servadas. Otra manera de presentar la estructura secundaria es como se muestra 

http://www.ebi.ac.uk
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en la figura 13.7.  En la figura 13.7a, las flechas en rosa representan las estructu-
ras betas y los cilindros en rojo las alfa-hélices. La primera estructura en beta 
empieza con la secuencia de LTARATWY que van de la posición 20-27, seguida 
de otra beta de la posición 55-59 y dos alfa-hélice de la 60-65 y 66- 68 y así suce-
sivamente hasta llegar a la posición 131-138 con una beta (Fig. 13.7 a y b). 

Figura 13.6. Estructura secundaria de la EXPB1_MAIZE. En letras color rojo corresponde al 
dominio I y en azul al dominio II, la letra A mayúscula en rojo arriba de la flecha indica las 

estructuras beta, las letras H mayúsculas en azul la estructura alfa-hélice (imagen tomada de 
PDBSum: www.ebi.ac.uk)

http://www.ebi.ac.uk
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Figura 13.7. Diferentes modelos de la estructura secundaria de la EXPB1_MAIZE. a) Repre-
sentación de flechas para las estructuras beta y cilindros para las estructura alfa-hélice; cada 
estructura contiene la posición de los aminoácidos. b) Modelo donde se presenta las estruc-
turas con los aminoácidos correspondientes y su localización. Las flechas negras que unen a 
las dos figuras muestran la identidad de los dominios (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/

databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=2hcz).

Las alfa hélices son estables con vueltas a la derecha (sentido del reloj) e 
inestables y poco probables a la izquierda, en cada vuelta completa del alfa héli-
ce hay 3.6 aminoácidos (denominados residuos porque cada aminoácido de la 
cadena perdió un grupo OH del carboxilo y un H del grupo amino al formarse 
el enlace peptídico), se generan puentes de hidrógeno entre los aminoácidos n 
y n+4 lo que le da estabilidad a la estructura. En la figura 13.8a, se observa las 
secuencias y el orden de aminoácidos que están involucrados para la formación 
de las cuatro alfa-hélices presentes en la estructura de EXPB1_MAIZE.

https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=2hcz
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=2hcz
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Figura 13.8. Modelos para las estructuras alfa-hélice y beta plegada. a) secuencia y órden de 
los aminoácidos que forman las alfa-hélices. b) secuencia y órden de los aminoácidos que 

forman las beta plegada antiparalelas (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/
pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=2hcz)

En las hojas plegadas beta, los residuos de aminoácidos se acomodan en 
zigzag formando una especie de acordeón, las cadenas laterales de los ami-
noácidos quedan hacia arriba o hacia abajo del plano en zigzag y los puentes 
de hidrógeno que le dan estabilidad a la estructura se forman al interactuar 
diferentes zonas de ambas cadenas de aminoácidos, como se observa en la 
figura 13.8b. Por ejemplo, en la formación de una de las betas plegadas en anti-
paralelo de la EXPB1_MAIZE se da entre las posiciones 73-77 con la posición 
89-96 (Fig. 13.8b).

Dos o más hojas plegadas beta pueden agruparse de forma paralela cuan-
do el sentido de los aminoácidos en ambas cadenas apunta en una misma 
dirección o bien de forma antiparalela cuando las cadenas apuntan en direc-
ciones opuestas. Existe mayor estabilidad en la estructura antiparalela, debido 
a que los puentes de hidrógeno se encuentran alineados y a menor distancia 
que en la forma paralela. 

Las fuerzas que mantienen la estructura secundaria además de los enla-
ces peptídicos son principalmente la gran cantidad de puentes de hidrógeno 
que se forman entre los aminoácidos contiguos, lo que les da gran estabilidad 
a ambas estructuras.

En la estructura secundaria existe un elemento de conexión entre alfas 
hélices y/o laminas plegadas beta denominado giro beta, vuelta reversa o lazo 
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alzar, que no es tan al azar ya que se presenta como conexión cuando se obser-
va el cambio a otra estructura secundaria o cambio de dirección en la propia 
cadena. En estos giros beta existe abundancia de Glicina, Asparagina, Prolina, 
Ácido aspártico y Serina, además se presentan puentes de hidrógeno para dar-
le estabilidad.

Dominios y motivos 

En 1973 Wetlaufer, definió dominios como unidades estables de estructura 
proteica que podían plegarse de forma autónoma, hoy en día un dominio se 
refiere a las zonas de la proteína que presenta mayor densidad de plegamientos 
y en general son zonas con actividades específicas que colaboran en equipo 
con la función de la proteína o presenta una estructura independiente.

Por ejemplo, las expansinas consisten de dos dominios que juntos forman 
la funcionalidad de la proteína. En el amino terminal se encuentra el dominio 
I que es rico en cisteínas y seis de estas son altamente conservadas formando 
tres puentes disulfuro (Fig.13.9a), este dominio tiene una alta similitud con el 
dominio EG45-like de las endoglucanasas, pero carece de una actividad ca-
talítica neta. El plegamiento de este dominio, consiste de seis betas plegadas 
flaqueadas por lazos cortos y alfa-hélices. Hacia el extremo carboxilo terminal 
se encuentre el dominio II que funciona como de unión a celulosa; domi-
nio CBD (por sus siglas en inglés). El plegamiento está conformado por ocho 
betas plegadas en antiparalelo, forma estructura de sándwich parecida (Fig. 
13.9b) ambas figuras fueron tomadas de Prosite Expasy.

Los motivos dentro de las proteínas son secuencias de aminoácidos entre 
2 a 20 aminoácidos que representan zonas conservadas que pueden tener o no 
alguna actividad. Estos motivos pueden estar presentes dentro de los dominios 
o en otras zonas de la proteína. Por ejemplo, en las expansinas se encuen-
tra el motivo conservado HFD que está dentro del dominio I y es altamente 
conservados dentro de todas las expansinas; sin este motivo no se consideran 
expansinas. En la figura 13.5, se puede observar en la zona sombreada de gris 
el dominio I y en azul el dominio II, además, del motivo HFD en magenta. 
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Figura 13.9. Arquitectura y estructura de dominios de la EXPB1_ MAIZE. a) arquitectura de 
los dominios; el dominio I se muestra en gris con tres puentes disulfuro, el dominio II en na-
ranja. Además, se aprecia la longitud de cada uno mediate la regla milimétrica. b) representa 
la estructura de ambos dominios; en verde las beta-plagadas y en lila las alfa-hélices (imagen 

tomada de Prosite y SWISS-MODEL: https://swissmodel.expasy.org/). 

Estructura terciaria

En la estructura terciaria todas las alfas hélices y todas las hojas beta plegadas 
formadas con la secuencia de aminoácidos, interactúan en el espacio entre 
ellas de diferentes formas al parecer buscando la menor energía potencial 
almacenada que le dé estabilidad a la estructura terciaria formada, algunos 
ejemplos se observan abajo. 

La estructura de una proteína dicta la función para la cual fue sintetizada, 
en otras palabras, la estructura de una proteína está íntimamente relacionada 
con su función o actividad que desempeña dentro del organismo. A partir de la 
estructura terciaria las proteínas ya presentan actividad o la función para la que 
fue sintetizada, mientras que las estructuras primaria y secundaria no tienen 
actividad o funcionalidad ya que aún no están del todo formadas. 

Además de los enlaces peptídicos y los puentes de hidrógeno, en la estruc-
tura terciaria intervienen otras fuerzas que le dan estabilidad a la estructura de 

Ruler:

a)

b)

(EXPB1_MAIZE)

1 100

(269 aa)

200 300 400
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las proteínas, como los puentes disulfuro entre cisteínas, las fuerzas hidrofíli-
cas e hidrofóbicas que se generan con la interacción de las cadenas laterales de 
aminoácidos cercanos debido al plegamiento de la cadena. 

En la figura 13.10, se observa la estructura terciaria de la EXPB1_MAIZE, 
donde se muestran los dominios estructurales y funcionales de las expansinas. 

Figura 13.10. Estructura terciaria de la EXPB1_MAIZE. Donde se muestran ambos dominios 
representes en las expansinas (imagen tomada de SWISS-MODEL).

Estructura cuaternaria

Existen proteínas, por así decirlo, que no trabajan solas, es decir, para que puedan 
desarrollar la función para la cual fueron sintetizadas, deben trabajar en equipo 
desde dos hasta varias proteínas unidas, algunas siempre unidas y otras se unen 
cuando es necesario llevar a cabo su función. En caso de ser separadas no pue-
den realizar su función. Un ejemplo de estas proteínas es la catalasa formada por 
cuatro cadenas polipeptídicas. Además de todas las fuerzas antes mencionadas 
que les dan estabilidad a las proteínas, en la estructura cuaternaria intervienen 
las fuerzas de Van der Waals, que no son más que momentos dipolares.

Dominio I; EG45-like

Dominio II; CBD
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Ejemplos funcionales de algunas proteínas 

Enzimas 

Las proteínas con actividad metabólica básicamente son enzimas que llevan a 
cabo las reacciones bioquímicas dentro de nuestras células con lo que se man-
tienen la homeostasis del organismo. 

De esta manera las enzimas se clasifican en siete clases dependiendo de 
la actividad que realicen y en subclases que describen con mayor precisión 
dicha actividad.

La clasificación enzimática según la EC (Enzyme Clasification, siglas en 
inglés), es de siete clases: EC 1, Oxidorreductasas; EC 2, Transferasas; EC 3, 
Hidrolasas; EC 4, Liasas; EC 5, Isomerasas; EC 6, Ligasas; EC 7, Translocasas 
(Enzyme Nomenclature - QM SBCS) Tabla 13.4. 

Tabla 13.4 Clasificación de las enzimas según la EC.

Tipo de Enzimas Función
EC1 Oxidorreductasas Realizan reacciones de oxidorreducción
EC2 Transferasas Transfieren grupos funcionales entre moléculas

EC 3 Hidrolasas Rompen enlaces utilizando la molécula de agua para completar las 
moléculas resultantes

EC 4 Liasas Rompen un enlace generando un dobles enlace 
EC 5 Isomerasas Genera isómeros
EC 6 Ligasas Forman enlaces utilizando ATP
EC 7 Translocasas Translocan substancias a través de las membranas

Además, existe la subclasificación que detalla su modo de acción, por 
ejemplo, en la enzima piruvato deshidrogenasa (quinona) cuya clasificación 
es EC 1.2.5.1, el primer número indica la clase de enzima, en este caso 1 co-
rresponde a una Oxidorreductasa. El segundo número que es el 2, indica que 
los donadores de electrones son el grupo aldehído o en el grupo oxo. El tercer 
número, en este caso el 5 indica que una quinona o un compuesto similar son 
el aceptor de electrones. El último 1 indica que se trata de Piruvato deshidro-
genasa (quinona) (Fig. 13.10a).



362

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Esta información se puede encontrar muy fácilmente en la base de datos 
BRENDA (https://www.brenda-enzymes.org/oldstart.php), además que pro-
porciona la reacción de la enzima (Fig. 13.10b)

Figura 13.10. Identificación mediante EC de la piruvato-deshidrogenasa. a) clasificación 
enzimática EC 1.2.3.1, b) reacción que cataliza la 1.2.3.1. 

Proteínas de membrana 

Las proteínas de membrana consideradas estructurales, tienen múltiples fun-
ciones, por ejemplo, proteínas transportadoras como las que constituyen los 
canales y bombas que permiten o no el paso de diferentes sustancias a través 
de la membrana dependiendo de las necesidades de la célula. 

Un ejemplo es la Palmitoil-transferasa DHHC (Asp-His-His-Cys), enzi-
ma de organismos eucariotas, específicamente enzima integral de membrana 
que catalizan la palmitoilación de proteínas, que es importante en una varie-
dad de procesos fisiológicos, incluida la señalización de la pequeña guanosina 
trifosfatasa (GTPasa) y la adhesión celular (Fig. 13. 11a).

Proteínas de defensa contra estrés abiótico

Las proteínas de choque térmico o HSP (Heat shock proteins) son proteínas 
ubicuas que se encuentran en las células vegetales; descritas originalmente con 
relación al choque térmico. Sin embargo, se ha visto que estas proteínas son 

a)

b)

Information on EC 1.2.5.1 - pyruvate dehydrogenase (quinone)
1.2.5.1
EC Tree
     1 Oxidoreductases
       1.2 Acting on the aldehyde or oxo group of donors
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inducidas por una amplia variedad de estrés como: calor, temperaturas altas, 
frío, luz ultravioleta, remodelación de tejidos entre otros. También actúan en 
la estabilización de proteínas y ayudan al replegamiento de proteínas en con-
diciones de estrés. En la figura 13.11b, se observa la estructura de la proteína 
HSP Pinus tabuliformis.

Las proteínas LEA (Late embryogenesis abundant) son grandes grupos 
de proteínas hidrofílicas que contribuyen en numerosos procesos de desarro-
llo y se acumulan en relación con la salinidad, la sequía, la congelación y los 
tratamientos con fitohormonas y ácido abscísico. Estas proteínas se dividen en 
8 grupos de los cuales se conoce que el grupo II o dehidrínas (DHN) preser-
van las macromoléculas contra las lesiones causadas por la sequía, la salinidad 
y la congelación (Fig. 13.11c)

Proteínas de defensa contra estrés biótico y oxidativo 

La heveína es un péptido de 43 aminoácidos, con actividad sobre la quitina. 
Esta proteína fue identificada en el látex del árbol del caucho, Hevea brasilien-
sis, siendo uno de sus componentes proteicos más abundantes.  El mecanismo 
de acción de este péptido se basa en la inhibición del crecimiento de las hifas 
de los hongos al unirse a las quitinas de estos mismos, de igual manera, pue-
den causar filtración del material encontrado en el citoplasma al entrar en 
contacto con las hifas (Fig. 13.11d).

Las catalasas son proteínas con actividad enzimática que pertenecen a 
las oxidorreductasas y catalizan la descomposición del peróxido de hidrógeno 
(H2O2) en oxígeno molecular (02) y H2O. Las catalasas protegen a las células de 
los efectos tóxicos del peróxido de hidrógeno. El peróxido de hidrógeno es una 
especie reactiva de oxígeno (ERO) y daña a varias macromoléculas tales como 
el ADN, proteínas, lípidos. El incremento de ERO en las plantas es cuando 
están bajo cierto de tipo de estrés, en la figura 13.11e, se muestra la estructura 
de la catalasa de Arabidopsis thaliana.

Proteínas involucradas en la germinación de semillas 

Las lipasas actúan principalmente en semillas oleaginosas, hidrolizan triglicé-
ridos a ácidos grasos y glicerol y bajo ciertas condiciones catalizan la reacción 
inversa. Algunas de estas enzimas son también capaces de catalizar reacciones 
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de transesterificación e hidrólisis enantioselectivas. Específicamente la Fos-
folipasa A1 específica de Sn-1 que cataliza el paso inicial de la biosíntesis de 
oxilipinas y jasmonato (JA) (Fig. 13.11f).

Proteína involucrada en la modificación de la pared celular

Las Expansinas son proteínas que participan en la expansión de la pared celu-
lar permitiendo que las células vegetales crezcan, participan en la maduración 
de frutos, en la elongación de la raíz y en el alargamiento celular. 

Proteínas involucradas en la fotosíntesis 

Las carboxilasas en plantas se relacionan con la fotosíntesis C4 y CAM, como 
la fosfoenolpiruvato-carboxilasa (PEPC), enzima citosólica que produce oxa-
lacetato a partir de una reacción, es la primera enzima que fija el carbono en 
las plantas C4 (Fig.13.11g).

Enzimas generadoras de ATP 

Enzimas que catalizan reacciones en las membranas como la cadena de trans-
porte de electrones, realizando reacciones de óxido-reducción para generar 
un gradiente quimio-osmótico y de esta forma generar el ATP que requiere 
la célula. 

La ATP sintasa es una de las maravillas del mundo molecular. La ATP 
sintasa es una enzima, un motor molecular, una bomba de iones y otro motor 
molecular, todo envuelto en una increíble máquina a nanoescala. Desempeña un 
papel indispensable en nuestras células, construyendo la mayor parte del ATP 
que alimenta nuestros procesos celulares. El mecanismo por el cual realiza esta 
tarea es una verdadera sorpresa. La síntesis de ATP se compone de dos motores 
rotativos, cada uno alimentado por un combustible diferente. El motor en la parte 
superior, denominado F0, un motor eléctrico, está incrustado en una membrana 
y funciona con el flujo de iones de hidrógeno a través de la membrana. A medida 
que los protones fluyen a través del motor, hacen girar un rotor circular. Este ro-
tor está conectado al segundo motor, denominado F1. El motor F1 es un motor 
químico, alimentado por ATP. Los dos motores están conectados entre sí por un 
estator, de modo que cuando F0 gira, F1 también gira (Fig. 13.11 h).
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Figura 13.11. Estructuras de diferentes proteínas de plantas. a) Palmitoil transferasa 
(PDB:6bms.1), b) proteína HSP de Pinus tabuliformis (PDB: 1gme), c) proteína LEA de Oryza 
sativa (Alpha fold: AF-A3AHG5-F1), d) Heveína, Hevea brasiliensis (PDB. 1hev), e) Catalasa 
CAT1 de Arabidopsis thaliana (Alpha fold: AF-Q96528-F1), f) Fosfolipasa A1 de Arabidop-
sis thaliana (Alpha fold: AF-F4HXL0-F1), g) Fosfoenolpiruvato carboxilasa de Arabidopsis 

thaliana (Alpha fold: AF-Q5GM68-F1), h) ATPase 10, plasma membrane-type de Arabidopsis 
thaliana (Q43128). 

Maduración de proteínas después de la traducción

Las proteínas tienen un periodo de vida que inicia con su síntesis en los ribo-
somas y hasta su degradación cuando ya no son requeridas o están dañadas, 
durante este intervalo de vida, las proteínas pueden ser modificadas de di-
ferentes formas para regular su función, su localización, su señalamiento de 
estabilidad o degradación al final de su periodo de vida. 

Al ser sintetizadas en los ribosomas, las proteínas no adquieren su 
funcionalidad al instante, deben adquirir la estructura específica para rea-
lizar su función, es decir deben madurar y ser conducidas al lugar en el 
cual ejercerán su función y al llegar son activadas, estas modificaciones 
que se realizan en las proteínas durante y/o después de su traducción se 
les denomina modificaciones cotraduccionales o postraduccionales de las 

ba dc

fe hg
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proteínas. Las modificaciones que han sido las más estudiadas implican: 
correcto plegamiento mediante la formación de enlaces disulfuro en las 
posiciones precisas, fosforilación, hidroxilación, acetilación, glucosila-
ción, adición de lípidos, ubiquitinación y escisión o ruptura proteolítica en 
posiciones específicas, dichas adiciones o modificaciones pueden ser per-
manentes o reversibles como una forma de regular su función o actividad.

Las modificaciones co o postraduccionales se pueden observar en 
las cadenas laterales de los aminoácidos, en los grupos amino terminal 
o carboxilo terminal de la proteína, con lo que se modifican los grupos 
funcionales, pudiendo ser como una forma de señalización, bien para 
modificar las propiedades de los aminoácidos, por ejemplo, haciéndolos 
más hidrofílicos o más hidrofóbicos y al modificar los grupos funcionales 
existentes o bien introducir nuevos grupos funcionales, la estructura de la 
proteína puede variar o modificar su estructura. Las modificaciones co o 
postraduccionales más estudiadas son las siguientes: 

Puentes Disulfuro, denominados también como enlaces disulfuro, se ge-
neran entre dos aminoácidos de cisteína, el azufre del grupo Tiol (-SH) de 
ambos aminoácidos de cisteína se unen covalente (S-S) formando a la Cistina. 
Los puentes disulfuro tienen la función de generar la estructura adecuada en 
una misma cadena polipeptídica o bien mantener unidas las dos cadenas po-
lipeptídicas para mantener la estructura y funcionalidad de la o las proteínas. 

Fosforilación, es la unión covalente de un grupo fosfato (-PO4) a la ca-
dena lateral de un aminoácido mediante la acción de una enzima quinasa, 
tiene la función de modificar la estructura de una proteína para activar-
la, desactivarla o señalizarla, pudiendo ser la señal para el ensamblaje con 
otras proteínas. Se fosforilan principalmente los aminoácidos que tienen 
en su cadena lateral grupos hidroxilo (-OH), grupos amino (NH3-) o gru-
pos carboxilo (COO-). 

Glicosilación o glucosilación, se refiere a la unión covalente de un glú-
cido a una proteína formando una glucoproteína, pudiendo ser desde un 
monosacárido hasta un oligosacárido, tiene la función de hacer más hidro-
soluble a una proteína. Básicamente la glicosilación se realiza en el lumen del 
retículo endoplásmico rugoso a medida que la proteína va siendo sintetizada, 
para ser transportada a algún organelo específico, para formar parte de los li-
sosomas o bien para ser secretada por las vacuolas del retículo endoplásmico.
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Hidroxilación, se refiere a la unión de grupos hidroxilo (-OH) a las 
proteínas por la acción de las enzimas denominadas hidroxilasas, con lo 
cual zonas de las proteínas aumentan su hidrofilicidad y por ende se pue-
den generar cambios ligeros en la estructura de la proteína.

Acetilación, es la unión de grupos acetilo (CH3CO-) a la proteína por 
la acción de acetiltransferasas, principalmente a los grupos aminos de las 
cadenas laterales de la Arginina y Lisina ambos aminoácidos con carga po-
sitiva, que al ser acetilados se neutralizan sus cargas positivas y con ello la 
estructura de la proteína se ve modificada.

Adición de lípidos, se unen lípidos denominados también grupos aci-
lo a las proteínas para generar lipoproteínas, entre otros el ácido palmítico 
(palmitilo) o el ácido mirístico (miristilo) con ello se les dota a las proteínas 
de hidrofobicidad, se observa sobre todo en proteínas que conformarán 
membranas.

Ubiquitinación, la ubiquitina es una proteína pequeña de 76 aminoá-
cidos con peso molecular de 8.5 kDa y cuyo nombre indica que es ubicua, 
es decir, se encuentra ampliamente localizada en todas partes dentro del 
organismo, se une a las proteínas de diferentes formas desde la monou-
biquitinación hasta la poliubiquitinación, ésta última puede ser lineal 
o ramificada como forma de señalar a aquellas proteínas que han de ser 
recicladas por las chaperonas o degradadas en proteosomas. Se han encon-
trado en eventos celulares como la endocitosis, apoptosis, diferenciación 
y desarrollo celular, morfogénesis, entre otros eventos celulares, habiendo 
mucho por esclarecer su participación en dichos eventos.  

Relación entre estructura y función (actividad biológica). 
Estructura nativa y desnaturalización 

De denomina estructura nativa a la conformación estructural de las proteí-
nas en la cual la proteína desempeña su función o actividad para la cual fue 
sintetizada. Cuando una proteína pierde su estructura funcional se encuen-
tra desnaturalizada, la desnaturalización puede ser provocada por cambios de 
temperatura, cambios de pH, cambios de la fuerza iónica del disolvente en el 
cual se encuentra disuelta. 
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La desnaturalización en algunos casos puede ser reversible, si se elimina 
la causa que la ocasiona, si la desnaturalización es por alta concentración de 
sales se puede dializar la proteína para eliminar la alta concentración de sales 
y la proteína en un alto porcentaje puede regresar a su estado nativo, pero si 
la desnaturalización fue provocada por altas temperaturas o pH muy ácidos o 
básicos la proteína no regresa a su estado nativo. Por esta razón al purificar las 
proteínas se debe tener especial cuidado en no desnaturalizar a la proteína de 
forma irreversible sobre todo si se trata de una enzima cuya actividad sirve de 
seguimiento durante su purificación. En general las proteínas desnaturaliza-
das se precipitan y no pueden ser nuevamente solubilizadas.

Proteómica

Comencemos por entender que el vocablo “proteoma” se refiere al perfil de 
proteínas expresadas por el genoma de un organismo en estudio bajo condi-
ciones específicas, en un momento dado. Es de entender que el perfil proteico 
de un organismo cambie de acuerdo con las condiciones bajo las cuales se 
desarrolla, desde condiciones del medio ambiente que le rodea, de la edad 
fisiológica en la que se encuentre, si se encuentra o no en estado de estrés, si se 
encuentra en estado de salud o enfermedad, si se encuentra bajo la presencia 
o ausencia de medicamentos o tóxicos, entre otros. 

Entonces la “proteómica” es el estudio comparativo que permite obser-
var los cambios generados en el proteoma, bajo condiciones específicas que 
permitan dilucidar los cambios o eventos fisiológicos bajo circunstancias es-
pecíficas dadas, lo cual permite comprender la forma en la que el organismo 
responde, por ejemplo, bajo estrés comparado con el mismo organismo no 
estresado. En otras palabras, conocer que proteínas se expresan por ejemplo 
en estado sano y compararlas con las proteínas que se expresan en estado de 
enfermedad, las proteínas diferentes serían las que marcan la diferencia y por 
lo tanto hay que estudiar la función que desempeñan para comprender el pa-
pel que juegan en el estado de enfermedad.

Una gran parte de la investigación en ciencias de la vida se encuentra en-
focada al entendimiento de la compleja relación entre el genotipo y el fenotipo. 
Especialmente la investigación se dirige a preguntas fundamentales del cómo, 
cuándo y dónde la información codificada en el genoma de un organismo es 
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expresada y modulada por factores externos (ejemplo, medioambiente) o fac-
tores internos (ejemplo, genómica) para generar un fenotipo específico.

Bioinformática de proteínas

El propósito de este tema es dar a conocer y guiar al estudiante o lector con las 
herramientas bioinformáticas disponibles gratuitamente en internet y que son 
utilizadas para caracterizar computacionalmente una proteína completa a par-
tir de una secuencia de ADN o de su gen correspondiente. Esta guía implicará 
buscar en el GenBank la secuencia de interés, el análisis con diferentes he-
rramientas de Expasy; traducción virtual (proteína), búsqueda de dominios, 
proteínas homólogas, propiedades fisicoquímicas y un modelo 3D en la base 
de datos de SWISS-MODEL 

La manera o las diferentes herramientas en las bases de datos utilizadas 
para realizar estos análisis bioinformáticos, depende del estudiante, inves-
tigador o persona que lo realiza ya que existe diferentes bases de datos que 
llevan al mismo resultado. En la figura 13.12, el diagrama de flujo muestra 
una alternativa de las rutas bioinformáticas que utilizaremos para el análisis 
de la proteína en estudio. Se inicia con una secuencia de nucleótidos conocida 
(cuadro en blanco), las figuras en color azul indican que se usó la misma base 
de datos con diferentes herramientas para obtener los resultados, y en amarillo 
para el modelado en SWISS-MODEL 
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Figura 13.12.  Diagrama de flujo de una ruta para el análisis bioinformático de proteínas. 
La figura en color blanco indica el inicio con la secuencia de nucleótidos, las figuras en azul 

indican el uso de las herramientas en Expasy, en amarillo las bases de datos para el modelado. 

Análisis bioinformático 

Búsqueda del gen de interés 

Para este ejercicio, se trabajará con una secuencia de un ARN mensajero que 
codifica para una alfa expansina de jitomate: Lycopersicon esculentum expan-
sin; LeEXP1 (U82123.1). Existen diferentes maneras de obtener la secuencia 
de nucleótidos en la base de datos de NCBI tal como: nombre del gen, número 
de acceso, nombre de la proteína y nombre científico del organismo. Hay que 
mencionar que para obtener cualquier información dentro de NCBI se tiene 
que escribir en el idioma inglés. Para este caso, utilizaremos la frase “Lycoper-
sicon esculentum expansin”. 

Paso 1.- Búsqueda del gen en estudio. Ingresar a la base de datos de la NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), y en el cuadro de búsqueda escribir Lyco-
persicon esculentum expansin (Fig. 13.13, círculo rojo) y dejar la opción All 
Databeses posteriormente seleccionar Search.

Modelo de la proteína
SWISS Model:

https://swissmodel.expasy.
org/interactive

Análisis estructura 3D
PDBSum: https://www.ebi.ac.

uk/pdbe/pdbe-kb

Búsqueda de dominios
https://prosite.expasy.org/

Búsqueda de proteínas
homólogas

https://web.expasy.org/blast/

Propiedades fisioquímicas
https://web.expasy.protparam/

Secuencia
de nucleótidos

https://www.ncbi
nim.nih.gov/

Traducción virtual
https://web.expasy.org

/translate/

Obtener secuencia
en formato FASTA
de aa en el MLA

deseado

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Al seleccionar All Databases, se obtiene toda la información relacionada 
con el gen en estudio como: artículos, libros, genes, proteínas, genomas, nu-
cleótidos (Fig.13.14) 

Figura 13.13. Página Principal de NCBI. En el círculo rojo, la frase del gen a buscar.

Paso 2.- Selección del gen. Seleccionar Nucleotide en la sección de genomes 
(figura 13.14) Nos interesa las secuencias de nucleótidos que pueden ser desde 
RNAm parciales o completos hasta fragmentos de DNA y este apartado se 
pueden encontrar 74 secuencias de expansinas relacionadas con jitomate.  
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Figura 13.14. Resultados de la búsqueda en all database. La flecha rojo indica la selección de 
nucleótidos.

En la figura 13.15, se muestra el resultado de esta selección y se desglosa 
las 74 secuencias en nucleótidos.
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Figura 13.15. Resultados de la selección de nucleotides. Se selecciona la opción 4 que es del 
gen de interés. 

Paso 3. Selección de la secuencia deseada. Como nos interesa la LeEXP1, 
seleccionamos la secuencia 4 (Fig.13.15). En la figura 13.16, se presenta la infor-
mación completa del gen LeEXPA1 y se muestra tanto la secuencia del RNAm 
en nucleótidos como de la proteína en aminoácidos. Existen dos maneras de 
copiar la secuencia; 1) copiando directamente la secuencia de nucleótidos y 
pegarla en un documento Word o 2) ir a la pestaña de FASTA (círculo rojo) 
y se obtiene esta secuencia en este formato. Como se dará cuenta en la figura 
13.15, también aparece el número de acceso del gen que es U82123, y también 
la secuencia de su proteína con número de acceso: AAC63088.1. Con este nú-
mero de acceso el lector puede ingresar directamente a la información del gen 
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o de la proteína en la base de datos de NCBI. Como ya se tiene la secuencia de 
aminoácidos, se puede trabajar directamente para realizar el modelo 3D de la 
proteína, pero en este ejercicio se hará por otra vía. 

Figura 13.16. Información completa del gen LeEXP1 en la base de datos de NCBI.

Paso 5.- Traducción virtual. Se realizará con la herramienta Translate de Expasy 
(https://web.expasy.org/translate/). Esta herramienta es muy sencilla de utilizar 

https://web.expasy.org/translate/
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ya que solo se pega la secuencia y se selecciona el formato de salida y el códi-
go genético deseado. Para este caso, se insertó la secuencia de nucleótidos de 
LeEXP1, se seleccionó el formato de salida compacto y el código genético están-
dar. El resultado es la traducción en seis marcos de lectura abierta (Fig.13.17a). 
El programa por default marca todas las metioninas (M) en color rojo indicando 
que es el inicio de la proteína u otro aminoácido después del gap indicando 
un marco de lectura. El lector debe de seleccionar el marco de lectura correcto 
que en este caso es el primer marco. Si selecciona la primera metionina del pri-
mer marco (flecha amarrilla en el primer marco, figura 13.17a) y al dar clic se 
despliega la secuencia en aminoácidos en formato FASTA y tres herramientas 
como: BLAST, ScanProsite y Squence analysis tools (Fig.13.17b). 

Figura 13.17. Traducción virtual de la secuencia de nucleótidos de LeEXP1 (Expasy-Transla-
te; https://web.expasy.org/translate/). a) se presenta los seis marcos de lectura abierta (MLA), 
en el primero se presenta con una flecha la M que es aminoácido de inicio de la proteína. b) 

la secuencia en formato fasta y las diferentes herramientas como: BLAST, ScanProsite. 

a)

b)

https://web.expasy.org/translate/
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Paso 6.- Búsqueda de proteínas homólogas (https://web.expasy.org/blast/). En la 
figura 13.17b, se observa en la parte superior derecha un recuadro en verde con 
la palabra BLAST, al posicionar en éste y dar clic se hará una búsqueda de pro-
teínas homólogas y un gráfico con la arquitectura de los dominios (Fig.13.18). 

Figura 13.18. Arquitectura de dominios y secuencias homólogas de LeEXP1. de dominios b) 
secuencias homólogas a LeEXP1.

Paso 7.- Búsqueda de dominios (https://prosite.expasy.org/). Con los resulta-
dos de la figura 13.17b, en la pestaña de ScanProsite, se realiza la búsqueda de 
dominios que contiene la proteína. Los resultados es una arquitectura gráfica 

https://web.expasy.org/blast/
https://prosite.expasy.org/
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de los dominios, así como la secuencia de aminoácidos que los conforman 
(Fig.13.19). En la secuencia de aminoácido de la figura 13.19a se observa en 
amarillo el dominio I, y en 13.19b la arquitectura de dominios. 

Figura 13.19. Secuencia de dominios y su arquitectura. a) secuencia en aminoácidos de Le-
xEXP1, en amarillo el dominio I, b) Arquitectura de dominios.

Paso 8.- Propiedades fisicoquímicas de la proteína (https://web.expasy.org/
protparam/). Este tipo de análisis es de gran importancia para las característi-
cas de las proteínas, entre estos están el peso molecular, el punto isoeléctrico, 
GRAVY, índice alifático En la misma herramienta de Translate (Fig.13.17b) se 
puede observar la pestaña Sequence analysis tools, esta contiene las herramien-
tas ProtParam, ProtScale, Compute pI/Mw, PeptideMass, y PeptideCutter. En 
la tabla 13.5, se muestra los valores obtenidos en ProtParam 

a)

b)

https://web.expasy.org/protparam/
https://web.expasy.org/protparam/
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Tabla 13.5 Parámetros fisicoquímicos de la proteína LeEXPA1

Numero de aminoácidos 261

Peso Molecular 28686.94 Daltons
pI teórico 9.46 
Total, de aa negativos (Asp + Glu): 9
Total, de aa positivos (Arg + Lys): 21
Formula C1304H1966N352O354S14

Índice de inestabilidad 26.23
Índice alifático 77.36
Gran promedio de hidropaticidad (GRAVY) -0.005

Paso 9.- Modelado de la proteína. Ingresar a la base de dato del SWIIS-MO-
DEL (https://swissmodel.expasy.org/) y pegar la secuencia de aminoácidos en 
el recuadro donde dice: “paste your target sequence” (Fig.13.20). Se tienen dos 
opciones para el modelado: 1) que se realice a partir de moldes o templetes 
existes en la base de datos de PDB o 2) construir el modelo. Pare este caso, se 
tomó la primera opción y el resultado es con 41 moldes para la proteína que 
estamos analizando (Fig.13.21). Se seleccionó la primera opción que es con el 
molde 1n10.1 que es el número en el PDB y es de la proteína alergeno del po-
len Phl p1. Como resultado, se observa la estructura 3D, así como la secuencia 
en aa y las zonas que forman las beta plegadas y alfa-hélices. 

Esto es un ejemplo para la expansina, pero el lector lo puede hacer para 
la proteína de interés. 

Figura 13.20. Página principal de SWISS-MODEL para el análisis del modelo.

https://swissmodel.expasy.org/


Capítulo 13. Estudio y bioinformática de Proteínas 

379

Figura 13.21. Modelado 3d de la proteína LeEXPA1 en SWISS-MODEL (https://swissmodel.
expasy.org/).

Protocolos 

Protocolo de extracción de proteínas de Leguminosas

Las proteínas presentes en las semillas pueden ser divididas en dos grandes 
grupos, dependiendo de la función biológica de la misma: a) proteínas con 
actividad biológica como las enzimas y b) proteínas de reserva. Estas últimas 
llegan a conformar más del 80 % de la proteína total de la semilla.

La metodología que se muestra a continuación es para extraer la proteína 
total de las semillas o granos. Se recomienda trabajar muestras de legumino-
sas, tales como frijol, soya, garbanzo, lenteja, chícharo, etc., 

Buffer de extracción

	 Tris-HCl 0.0625 M a pH 6.8
	 SDS 0.1%

https://swissmodel.expasy.org/
https://swissmodel.expasy.org/
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Procedimiento

1.	 Moler algunas semillas en mortero o molino eléctrico hasta formar una 
harina fina.

2.	 Pesar 150 mg de harina y transferir a un tubo para microcentrífuga.
3.	 Agregar 1 ml de buffer de extracción.
4.	 Homogenizar con vortex. Agitar con vortex cada 5 min durante media 

hora y dejar en hielo.
5.	 Centrifugar por 10 min a 10,000 rpm
6.	 Recuperar el sobrenadante en un tubo limpio.
7.	 Centrifugar nuevamente el sobrenadante por 10 min a 10,000 rpm
8.	 Recuperar el sobrenadante en tubo limpio.

Protocolo de Cuantificación de la proteína. 

La absorbancia a 280 nm, lee la absorbancia de los aminoácidos aromáti-
cos como la fenilalanina, tirosina y triptófano presentes en las proteínas. 
Obviamente las proteínas que tengan mayor cantidad de los aminoácidos 
mencionados tendrán mayor absorbancia que las proteínas que contienen me-
nor cantidad de dichos aminoácidos.

Por la ley de Beer y Lambert, se tiene:	 A= KCl 

Donde, 	 A= 	absorbancia
	 C= 	concentración
	 K= 	coeficiente de extinción
	 l= 	longitud en centímetros de la celda utilizada, las celdas que 	

		  se utilizan tienen un tamaño estándar de 1 cm

Procedimiento

Medir absorbancia a 280 nm de las muestras, calcular su concentración con un 
coeficiente de extinción de 1.15.
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Cuantificación de proteínas por método DC-Protein assay (Bio-Rad)

Leer el manual del kit, resolver dudas con la profesora, elaborar la curva patrón 
con seroalbúmina bovina (BSA) y cuantificar la concentración de proteína de 
sus muestras.

Comparar las dos metodologías para cuantificar proteína, describir las 
ventajas y desventajas de ambos métodos y sacar sus propias conclusiones.

Protocolo para Electroforesis SDS PAGE  
(Polyacrylamide Gel Electrophoresis, por sus siglas en inglés)

Soluciones a preparar

Solución de arcrilamida /bis-acrilamida 30% (29.2% / 0.8%) Tóxico usar guan-
tes y tapaboca, no inhalar.

Tris-HCl 1M, pH 8.8, 100 ml
Tris-HCl 1M, pH 6.8, 100 ml
SDS 10 %, 10 ml
Persulfato de amonio 10% (prepararlo en el momento de utilizarlo), 1 ml
Solución de agarosa al 1%, 100 ml, calentar para solubilizar
Azul de bromofenol al 1 %, 10 ml

Buffer para muestra

0.5 M Tris HCl a pH de 6.8		  1 ml
Glicerol 					     0.8 ml
SDS al 10 % 				    1.6 ml
β-mercaptoetanol				    0.4 ml
Azul de bromofenol al 1 %		  0.4 ml
Mezclar todo y aforar a 8 ml con agua desionizada
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Buffer de corrida 5X 

Tris-HCl 		  15 g
Glicina		  72 g
SDS		  5 g
Aforar a 1 L

Solución de teñido

40 % de Metanol
10 % de Ácido acético
0.1 % Azul de Coomassie R-250
50 % de Agua 
Preparar 250 ml

Solución de desteñido 

40 % de Metanol
10 % de Ácido acético
50 % de Agua
Preparar 1 L

Preparación del gel:

1.	 Limpiar las superficies del vidrio con alcohol y montar la cámara de elec-
troforesis. 

2.	 Preparar el gel separador de poliacrilamida al 12 %

Tris pH 8.8				    1.88 ml
Poliacrilamida				    1.67 ml
SDS al 10 % 				    0.025 ml
Agua desionizada				    1.39 ml
Mezclar perfectamente y desgasificar
Persulfato de amonio al 10 % 		  50 µl
TEMED					     5 µl
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Mezclar perfectamente sin ingresar burbujas
3.	 Vaciar el gel separador en la cámara de electroforesis dejando 2 cm antes 

del borde.
4.	 Cubrir la superficie con 1 ml de alcohol y retirarlo cuando polimerice el gel.
5.	 Preparar el gel concentrador.

Tris pH 6.8				    312.5 µl
Poliacrilamida				    312.5 µl
SDS al 10 %				    25 µl
Agua desionizada				    1.84 ml
Mezclar perfectamente y desgasificar
Persulfato de Amonio al 10 %		  7.5 µl
TEMED					     2 µl
Mezclar perfectamente sin ingresar burbujas

6.	 Vaciar el gel en la cámara sobre el gel separador y colocar el peine. Espe-
rar a que polimerice.

Preparación de las muestras y del estándar de peso molecular.

7.	 Tomar 20 µl de su muestra y mezclarlos con 20 µl de buffer de muestra 
en un tubo eppendorf, agitar con vortex.

8.	 Preparar el estándar de peso molecular como se indica en las instruccio-
nes del proveedor.

9.	 Incubar las muestras bien tapadas y en su caso el estándar por 3 min en 
agua hirviendo, sacar y dejar enfriar.

Preparación de la cámara de electroforesis para la corrida:

10.	 Agregar el buffer de corrida en la cámara.
11.	 Cargar el gel con las muestras y el estándar de peso molecular.
12.	 Correr el gel a 20 mili Amperes hasta que el frente entre al gel separador.
13.	 Correr el gel a 40 mili Amperes en el gel separador y dejar correr hasta 0.5 

mm antes de llegar al final.
14.	 Apagar y desconectar la fuente de poder. Desmontar el gel.
15.	 Teñir el gel durante 2 h, lavarlo con agua corriente.
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16.	 Desteñir hasta que las bandas sean visibles.
A reportar:

1.	 Número de bandas y abundancia relativa de cada una de ellas.
2.	 Similitudes y diferencias entre los patrones electroforéticos de sus proteí-

nas y de las proteínas de otros equipos.
3.	 Peso molecular calculado de cada una de las 5 principales bandas de cada 

muestra. Graficar en Excel el log 10 del peso molecular de los estándares 
en el eje de las “Y” y el Rf en el eje de las “X”, obtener la ecuación de la 
curva y calcular los pesos moleculares de las 5 principales bandas de sus 
dos muestras.

PM de cada proteína del estándar	
Eje Y   log 10 (PM)	
Eje X   Rf de esa proteína estándar
94,000	 log 10 (94,000) = 4.973	
El siguiente estándar		
36,000	 log 10 (36,000) = 4.55	

Se deben ingresar todos los estándares de peso molecular del estándar 
utilizado en el gel.

Con esto elabora una gráfica como esta, en el eje de las X pones el Rf

Figura 13.22. Curva de calibración para la determinación de pesos moleculares. 

Lo
g 
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6,0

5,5

5,0

4,5

4,0

3,5

3,0
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

Movilidad relativa (Rf)



Capítulo 13. Estudio y bioinformática de Proteínas 

385

Si lo haces en Excel, puedes obtener la ecuación de la recta y la R cuadra-
da mientras más cercana a 1 significa que hay menos error.

Y = mX+b en donde Y es el Rf de las bandas que se quiere calcular el peso 
molecular y la X el Rf obtenido para la banda que se quiere conocer su peso 
molecular. 

Como ya conoces el valor de “m” que es la pendiente y conoces el valor 
de “b” que es la ordenada al origen, sólo haces la operación y obtienes el peso 
molecular de la banda de la cual no se conoce su peso molecular.

Ejemplo de la electroforesis realizada con proteínas totales de leguminosas

Figura 13.23. Electroforesis de proteínas totales de leguminosas. MPM, Marcado de peso 
molecular. 1) Lens culinaris (Lenteja), 2) Cicer arietinum (Garbanzo), 3) Phaseolus vulgaris 
(Frijol bayo), 4) Phaseolus vulgaris (Frijol pinto), 5) Vicia faba (Haba), 6) Phaseolus vulgaris 
(Alubia), 7) Phaseolus vulgaris (Frijol peruano 1), 8) Phaseolus vulgaris (Frijol peruano 2).

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8
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Resumen

Las plantas, como todos los seres vivos de este planeta, se 
encuentran en íntima relación con una gran cantidad de mi-
croorganismos que habitan en ella y alrededor de ella. Estas 
comunidades microbianas poseen una función primordial sobre 
la planta. Estas funciones pueden ser desde promover su creci-
miento, ayudar en la absorción de nutrientes y en la protección 
contra patógenos. Los estados de salud de la planta dependen 
en gran medida de la cantidad de interacciones que establezca 
con los diferentes microorganismos que forman el microbioma. 
Sin embargo, debido a su gran complejidad, estas comunidades 
y las interacciones que ocurren dentro de ellas y con la plan-
ta apenas están siendo comprendidas en estas últimas décadas. 
Por lo que, además de la importancia ecológica que significa el 
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estudio del microbioma de las plantas, este también radica en que puede ser 
aprovechado y explotado para desarrollar nuevos enfoques para la promoción 
del crecimiento de cultivos y el desarrollo de nuevos mecanismos de biocon-
trol y biofertilizantes que permitan un mejor aprovechamiento de una manera 
amigable con el ambiente. Para su estudio, actualmente existen, además de las 
tecnologías tradicionales, las llamadas tecnologías de secuenciación de nueva 
generación, con las que se pueden generar una gran cantidad de datos bioló-
gicos que permiten una mejor comprensión del microbioma y su relación con 
la planta huésped.

Introducción

El estudio de microorganismos asociados a plantas tiene una larga historia. 
Los microorganismos asociados a las plantas deben ser considerados como 
una pieza clave para aumentar la sanidad vegetal, la productividad, la ma-
nutención de las comunidades vegetales y el funcionamiento del ecosistema. 
El microbioma de las plantas (o fitobioma, al referirnos específicamnente al 
microbioma de plantas) posee un impacto directo sobre las características 
funcionales de la planta, como, por ejemplo: la longevidad, el crecimiento, la 
absorción de nutrientes, la protección contra patógenos, entre otros. Todo lo 
anterior mediante la modificación de las rutas bioquímicas gracias a las inte-
racciones que ocurren entre la planta con su microbioma, y entre las especies 
que forman al mismo.

El crecimiento y el rendimiento de las plantas en entornos naturales 
dependen de una gran cantidad de interacciones con diferentes microor-
ganismos. Un ejemplo es la comunidad microbiana asociada con las raíces, 
mejor conocida como el rizobioma, la cual se postula ensambla de la siguiente 
manera: primero, la rizosfera (que es la zona localizada entre 1-3 mm alrede-
dor de las raíces y es afectada por los exudados de la misma) es colonizado 
por un subconjunto de microorganismos de la comunidad del suelo; en se-
gundo lugar, el rizoplano (superficie de la raíz donde se incluyen todos los 
microorganismos adherida a ella) y el espacio endofítico (compuesto por mi-
croorganismos que habitan dentro del tejido de la planta) son colonizados por 
un subconjunto de la comunidad de la rizosfera (Fig.14.1). De lo anterior, ha 
surgido un término que ayuda a englobar a un conjunto de microorganismos 
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que se encuentran recurrentemente asociados a algún compartimiento de las 
plantas, denominado “core microbiome”, el cual se puede traducir como el 
microbioma que es localizado en una especie en particular. También podemos 
encontrar a las comunidades microbianas que habitan la filosfera de las plan-
tas (superficie de la parte aérea de las mismas), que también posee funciones 
de gran importancia para su huésped. 

Figura 14.1 Protocolo para colectar muestras de rizosfera, rizoplano y endosfera. Tomada y 
modificada de Edwards et al. (2015) y Luo et al. (2017).

Estas comunidades del fitobioma pueden ser estudiadas y divididas se-
gún el compartimiento de la planta que habitan: a) los asociados a su raíz se 
les denomina rizobioma; b) las comunidades asociadas a la filosfera forman el 
filobioma; y c) las asociadas a sus componentes interiores o endosfera (comu-
nidades endofíticas).

Al igual que el microbioma humano, el fitobioma constituye un aspecto 
biológico menos apreciado (fisiología, genoma, metaboloma, etc.) de las plan-
tas. Las plantas y su microbioma asociado se afectan unos a otros en variadas y 
sutiles formas. Por ende, una planta es considerada como un metaorganismo, 
teniendo una persistente y regulada relación con su fitobioma. La composición 
del fitobioma está regulado por numerosos factores bióticos y abióticos, donde 
podemos encontrar una compleja matriz de interacciones microorganismo-
planta y microorganismo-microorganismo.
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Finalmente, la importancia del estudio del fitobioma, además de la eco-
lógica, es debido a que puede ser aprovechado y explotado de varias maneras: 
a) desarrollar nuevos enfoques para la promoción del crecimiento de cultivos, 
b) optimizar procesos de fermentación y formulación relacionados, y c) desa-
rrollar nuevos mecanismos de biocontrol y biofertilizantes que permitan un 
mejor aprovechamiento de una manera amigable con el medio.

Funciones de las comunidades microbianas asociadas a las plantas

Los microorganismos que conforman al microbioma de las plantas poseen 
varias funciones. Estos microorganismos son necesarios para promover el cre-
cimiento vegetal. Los microorganismos más estudiados y caracterizados son 
los que conforman el rizobioma. Estos microorganimos que forman parte del 
microbioma, pueden estar en varios compartimientos de la planta y estimular 
el crecimiento de las mismas gracias a varios mecanismos: 1) solubilización de 
nutrientes (particularmente fósforo), 2) producción de sideróforos que ayudan 
a asimilar metales, 3) fijación de nitrógeno, 4) producción de fitohormonas, 
5) producción de compuestos orgánicos volátiles, 6) inducción de resistencia 
sistémica (ya sea a través de la resistencia sistémica inducida (ISR), o de la re-
sistencia sistémica adquirida (SAR), y 7) supresión de la enfermedad a través 
de la producción de compuestos o por competencia directa. 

Todos los organismos requerimos nitrógeno (N) para sintetizar biomolé-
culas tales como proteínas y ácidos nucleicos. Sin embargo, la fuente principal 
de N en la naturaleza, el nitrógeno atmosférico (N2), no se encuentra accesible 
para la mayoría de los organismos vivos, incluidos los eucariotas. La fijación 
biológica de nitrógeno, proceso por el cual el N2 se reduce a amoníaco (NH3) 
lo llevan a cabo algunas especies de microorganismos, particularmente bac-
terias y arqueas. Este fenómeno se realiza gracias a la nitrogenasa (genes nif, 
fijación de N2), una enzima altamente conservada que comprende dos metalo-
proteínas, la FeMo-proteína y la Fe-proteína.

Por otra parte, el fierro (Fe) es un micronutriente esencial para las plan-
tas y microorganismos, ya que está involucrado en varios procesos biológicos 
importantes, tales como fotosíntesis, respiración, biosíntesis de clorofila y en 
la fijación biológica del nitrógeno. En condiciones aeróbicas, la solubilidad del 
Fe es baja, lo que refleja el predominio de Fe3+, limitando así el suministro 
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de Fe para los seres vivos. Sin embargo, ciertos microorganismos han desa-
rrollado ciertas estrategias para la absorción de Fe. Por ejemplo, las bacterias 
pueden superar la limitación nutricional de Fe al producir agentes quelantes 
llamados sideróforos. Los sideróforos son moléculas de bajo peso molecular 
(<1000 Da) con alta especificidad y afinidad por quelar o unir Fe3+, seguido 
del transporte y deposición de Fe dentro de las células bacterianas. 

Otro mecanismo por el cual las bacterias pertenecientes al microbioma de 
las plantas promueven beneficios a las mismas, es a través de la solubilización 
de compuestos como el fosfato. A pesar de que el fósforo se encuentra en gran-
des cantidades en la mayoría de los suelos, la mayor parte de este es insoluble y 
por lo tanto no permanece disponible para ser aprovechado por las plantas. El 
fósforo insoluble está presente como material inorgánico en compuestos como 
la apatita o como una de varias formas orgánicas, como el fosfato de inositol, 
fosfomonoésteres y fosfotriésteres. La solubilización inorgánica del fósforo se 
produce como resultado de la acción de ácidos orgánicos de bajo peso molecular 
como el ácido glicólico y el ácido cítrico, y por la producción de ciertas enzimas 
llamadas fosfatasas, que son sintetizadas por diferentes bacterias del suelo.

Así mismo, las hormonas vegetales o fitohormonas juegan un papel cru-
cial en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Es bien conocido que los 
microorganismos del rizobioma también pueden producir o modular los ni-
veles de ciertas fitohormonas en las plantas hospederas. Por lo tanto, pueden 
afectar el equilibrio hormonal de la planta huésped y su respuesta al estrés al al-
terar los niveles de fitohormonas endógenas en éstas plantas. El ejemplo mejor 
conocido es la producción de la fitohormona auxina (ácido indol-3-acético/
ácido indol-acético/IAA). Se estima que cerca del 80% de los microorganis-
mos que se han aislado de la rizosfera de varios cultivos poseen la capacidad 
de producirlo o modular a esta fitohormona. 

Finalmente, una de las formas más comunes por las que las bacterias que 
habitan en el microbioma de las plantas promueven el crecimiento de las mis-
mas de una forma indirecta, es debido a que pueden prevenir la proliferación 
de patógenos mediante la síntetisis de diferentes tipos de compuestos antimi-
crobianos, como antibióticos, entre otros, así como por la competición directa 
por el espacio contra diferentes patógenos.
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Interacciones entre las plantas y su microbioma

Las interacciones entre plantas y su microbioma ocurren a través de proce-
sos simbióticos, endofíticos o asociativos con distintos grados de proximidad 
con las raíces y el suelo circundante, principalmente. Estas interacciones es-
tán influenciadas por factores ambientales, como la composición del suelo, 
la temperatura, la humedad, la irradiación y el viento. Para establecer estas 
interacciones entre plantas y microorganismos, algunas barreras preformadas 
de las plantas y las defensas del sistema inmunitario deben pasarse por alto 
mediante una efectiva comunicación química entre la planta y el microbioma 
(Figura 14.2). La percepción extracelular en las plantas está mediada típica-
mente por receptores de reconocimiento de patrones (Pattern Recognition 
Receptors o PRR) unidos a la membrana plasmática que detectan epítopos 
microbianos conservados, denominados patrones moleculares asociados a 
microbios (Microbe-Associated Molecular Patterns o MAMP). La activación 
de un PRR por un MAMP asociado induce respuestas de defensa de la planta, 
denominadas colectivamente inmunidad activada por MAMP (MAMP-Tri-
ggered Immunity o MTI), que limitan el crecimiento de los patógenos. La 
MTI incluye respuestas tales como la alcalinización extracelular, el aumento 
de la concentración de Ca2+ y la activación de la cascada de proteínas quinasas 
activadas por mitógeno (Mitogen Activated Protein Kinase o MAPK). La MTI 
funciona en el reconocimiento de muchos componentes del fitobioma, inclui-
das las bacterias, hongos, oomicetos, nematodos e insectos. Por otra parte, 
los patrones moleculares asociados a daños (Damage-Associated Molecular 
Patterns o DAMP) son, por definición, moléculas propias, pero que su presen-
cia señala la actividad dañina en las plantas por otros organismos. Las señales 
DAMP pueden incluir oligogalacturonidas, que son compuestos formados por 
la degradación fúngica de las paredes celulares de las plantas durante la infec-
ción. La percepción de DAMP también se logra mediante los PRR. Para evitar 
estos mecanismos de reconocimiento, los microorganimos secretan moléculas 
llamadas efectores, que son moléculas expresadas que cambian la fisiología 
del huésped para beneficiar al invasor. La percepción de la planta de los efec-
tores está frecuentemente mediado por proteínas LRR (Leucine-Rich Repeat) 
de unión a nucleótidos (Nucleotide-binding LRR proteins o NLR) que son 
proteínas principalmente intracelulares. Las proteínas NLR han evolucionado 
para detectar la presencia o actividad de proteínas efectoras, que conducen a la 
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activación de fuertes reacciones inmunes, un proceso conocido como inmuni-
dad activada por efectores (Effector-Triggered Immunity o ETI).

Un aspecto muy interesante y poco entendido es, de hecho, que la ma-
yoría de los microorganismos pertenecientes al microbioma con los que las 
plantas interactúan, no son patógenos. Sin embargo, muchos de ellos expresan 
moléculas que son potencialmente reconocidas por el sistema inmune de la 
planta. Por lo tanto, una importante pregunta sobre el microbioma de las plan-
tas es, ¿cómo el sistema inmune de la planta distingue a los comensales de los 
patógenos y cómo los hace durante el ensamblaje del mismo? Una de las for-
mas que se ha visto hasta el momento es, que al igual que los patógenos, varios 
microorganismos no patógenos poseen la capacidad de suprimir la MTI a tra-
vés de tres posibles mecanismos: i) divergencia de los MAMP, ii) degradación/
secuestro de los MAMP, y iii) modificación de los MAMP.

Por otra parte, para establecer una relación simbiótica con las plantas, 
algunas bacterias del fitobioma secretan o emiten moléculas beneficiosas 
para la planta. Estas moléculas, que regularmente se producen en la rizosfe-
ra, pueden desencadenar cambios o ajustes específicos en el transcriptoma de 
la planta. Si bien, las fitohormonas son reguladores de crecimiento y defensa 
producidos por las plantas, algunas bacterias, como las llamadas promotoras 
del crecimiento vegetal (Plant growth-promoting bacteria o PGPB) también 
pueden producir estos compuestos que incluyen auxinas, citoquininas, gibe-
relinas, ácido absícico (ABA), ácido salicílico (SA) y ácido jasmónico (JA), 
entre otros. Así mismo, algunas de estas PGPB del microbioma también pro-
ducen compuestos volátiles orgánicos (VOC, compuestos lipofílicos de bajo 
peso molecular) que están involucrados en el mantenimiento de la salud del 
suelo, la modulación del crecimiento de las plantas y la inducción de resisten-
cia. Algunso ejemplos de éstos VOC conocidos producidos por PGPR son el 
2-heptanol, 2-endecanona y el pentadecano.

Así mismo, las plantas sirven como fuentes ricas de nutrientes para las 
bacterias y otros microorganismos que viven dentro de sus tejidos y alrede-
dor de ellos. A través del proceso de rizodeposición (dado por los exudados 
de la raíz), las plantas liberan compuestos orgánicos en el suelo. Estos com-
puestos pueden contribuir a la acumulación del carbono derivado de plantas 
a la biomasa microbiana circundante. Un ejemplo de estos exudados son los 
flavonoides, que son metabolitos secundarios ricos en carbono. La adaptación 
bacteriana a los exudados de las raíces de las plantas es claramente visible en 
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todos los niveles, desde el genoma hasta el metaboloma de los microorgani-
mos que conforman el fitobioma. Una adaptación evidente es la observada en 
el enriquecimiento del metabolismo de los carbohidratos y los genes de trans-
porte, junto con sus reguladores transcripcionales en genomas de bacterias 
asociadas a plantas de diferentes especies.

Finalmente, para que exista un correcto ensamblaje de las comunidades 
microbianas que forman el fitobioma de las plantas, además de la comunica-
ción que debe existir entre los microorganimos que la habitan con su huésped, 
también deben existir interacciones microorganismo-microorganismo. Uno 
de los principales mecanismos a través de los cuales ocurren éstas interaccio-
nes es a través del llamado “quorum sensing” (QS). El proceso de QS involucra 
a la célula bacteriana que produce señales químicas conocidas como autoin-
ductores (AI), que se secretan en el espacio extracelular. Hasta la fecha, tres 
tipos de autoinductores se han caracterizado en bacterias: AI-1, AI-2 y AI-3. 
El AI-2 (regularmente en Gram-negativas una acil-homoserin lactona o AHL) 
está involucrado en la comunicación entre diferentes especies bacterianas.

Figura 14.2 Interacciones entre plantas y su fitobioma (MTI: MAMP-Triggered Immunity; 
ETI: Effector-Triggered Immunity). Tomada y modificada de Mhlongo et al. (2018).
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La metagenómica y la Secuenciación de Nueva Generación (NGS)

Las secuencias de los genes del ARNr y especialmente el ARNr 16S repre-
sentan los objetivos actuales de estudio más importantes en la evolución y 
ecología bacteriana, incluida la determinación de las relaciones filogenéticas 
entre los taxones, la exploración de la diversidad bacteriana en el medio am-
biente y la cuantificación de la abundancia relativa de taxones de varios rangos. 
El 16S ARNr es adecuado para esto por varias razones: a) el gen está distri-
buido universalmente, permitiendo el análisis de las relaciones filogenéticas 
entre taxones distantes; y b) como una parte funcionalmente indispensable 
del conjunto de genes centrales, se espera que el gen 16S ARNr solo se vea 
débilmente afectado por transferencia horizontal de genes, que respalda aún 
más su uso para estudios filogenéticos. A pesar de lo anterior, el 16S ARNr 
está sujeto a la variación, especialmente en ciertas regiones variables de los 
genomas. Esta presencia de regiones variables permite una diversificación 
suficiente para proporcionar una herramienta para la clasificación. Por otra 
parte, la presencia de regiones conservadas permitie el diseño de cebadores 
para PCR adecuados o sondas de hibridación para varios taxones a diferentes 
niveles taxonómicos que van desde cepas individuales a phyla. 

A pesar del amplio uso de 16S ARNr, hay varios aspectos a considerar 
durante la interpretación de los resultados derivados de 16S ARNr. Uno de 
los principales es el hecho de que sus números de copias por genoma varían 
de 1 hasta 15 o más copias. Los números de copias parecen ser específicos de 
taxones hasta cierto punto, pero la variación entre cepas de la misma especie 
también ha sido registrada. El número de copias de ARNr ha sido puesto en 
contexto con la estrategia de vida de las bacterias porque el número de copias 
de ARNr de algunos taxones está correlacionado con su capacidad de respon-
der a condiciones de crecimiento desfavorables.

En 1977, Frederick Sanger desarrolló la tecnología de secuenciación de 
ADN que se basaba en el método de terminación de cadena (conocida como 
secuenciación de Sanger). Al mismo tiempo, Walter Gilbert desarrolló otra 
tecnología de secuenciación basada en la modificación química del ADN y la 
posterior escisión en bases específicas. Sin embargo, debido a su alta eficiencia 
y baja radioactividad, la secuenciación de Sanger fue adoptada como la tec-
nología principal. Después de años de mejora, Applied Biosystems introdujo 
la primera máquina de secuenciación automática (el AB370) en 1987, adop-
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tando la electroforesis capilar que hizo que la secuenciación fuera más rápida 
y precisa. La Secuenciación de Nueva Generación (Next-Generation Sequen-
cing o NGS) es diferente del método Sanger en aspectos tales como el análisis 
masivo paralelo de datos, el alto rendimiento y los reducidos costos. Aunque 
la NGS hace que obtener las secuencias de genomas sea más fácil, rápido y 
con menores errores, el análisis de los datos obtenidos y las explicaciones bio-
lógicas que se les den a éstos siguen siendo el cuello de botella en el estudio 
de los genomas. Muchas plataformas de secuenciación están disponibles hoy 
en día. Todas ellas usan fragmentos cortos, llamados lecturas o “reads”, para 
investigar secuencias del genoma. Las tecnologías de NGS analiza millones 
de fragmentos cortos de ADN durante una secuenciación. Las longitudes de 
lectura de esos fragmentos dependen del tipo de plataforma de NGS y pueden 
estar en el rango de 25–450 pares de bases. Si bien las lecturas son mucho más 
cortas que las creadas por la secuenciación tipo Sanger, NGS tiene un mayor 
rendimiento y crea conjuntos de datos con hasta 50 gigabases por ejecución. 
Esto exige algoritmos mejorados que sean capaces de procesar esas enormes 
cantidades de material de datos sin procesar.

En la metagenómica, la información de la secuencia genética que se cap-
tura representa casi la totalidad de las especies de un microbioma, donde se 
incluyen las que no pueden representarse mediante cultivos microbiológicos 
tradicionales. Actualmente, se utiliza con mayor frecuencia en las investigacio-
nes de los microbiomas y las comunidades microbianas para el estudio de la 
abundancia relativa de taxones individuales, el análisis basado en la construc-
ción de grupos de similitud (o unidades taxonómicas operativas, operational 
taxonomic units o OTU) de amplicones de PCR del gen 16S ARNr. Una alter-
nativa al 16S ARNr, es la secuenciación de un metagenoma del microbioma de 
la planta (“shotgun metagenomics”). Esta técnica se basa en la secuenciación 
del ADN total de toda la comunidad del microbiana. El mayor desafío en la 
metagenómica tipo “shotgun metagenomics” es ensamblar las lecturas de se-
cuenciación en genomas correctamente ensamblados con alta calidad donde 
se capturan todos los genes en un genoma y las lecturas (en este paso se les 
denomina contigs) ensambladas se asignen a los organismos correctos. Esto 
puede ser particularmente desafiante para microorganismos raros o de nueva 
descripción. Otros obstáculos incluyen la asignación taxonómica adecuada 
de los genomas ensamblados y la diferenciación entre cepas relacionadas en 
muestras que contienen un alto grado de heterogeneidad.
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Análisis bioinformático

Plataformas de secuenciación de siguiente generación (NGS)

Actualmente las plataformas de secuenciación de siguiente generación o 
NGS (“Next-generation sequencing”) son las siguientes: IonPGM (Thermo 
Fisher Scientific, https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-science/
sequencing/next-generation-sequencing/ion-torrent-next-generation-sequen-
cing-workflow/ion-torrent-next-generation-sequencing-run-sequence.html), 
PacBio (Pacific Biosciences, https://www.pacb.com/), MinIon (Oxford Nanopo-
re, https://nanoporetech.com/) e Illumina (https://www.illumina.com/). Estas 
plataformas tienen la capacidad de secuenciar productos de amplificación por 
PCR, ya sean únicos, de varios genes o genes marcadores de distintos organis-
mos al mismo tiempo, así como, genomas y transcriptomas únicos, y varios 
genomas y transcriptomas al mismo tiempo. Dependiendo de las necesidades 
de trabajo, se puede elegir la plataforma de secuenciación NGS adecuada. Las 
plataformas de secueciación PacBio y MinIon se caracterizan por generar lec-
turas largas (“long reads”) desde 10 Kb hasta 100 Kb, pero con una precisión 
por base de ~85%. La plataforma de secuenciación IonPGM generan fragmen-
tos de tamaño heterogéneo de 100 pb hasta 400 pb con una precisión por base 
de ~98%. La plataforma de secuenciación Illumina ofrece distintos niveles de 
rendimiento (nivel de mesa de trabajo, desde 4 millones a 400 millones de 
“reads”; y nivel de producción escalada, desde 400 millones hasta 20 mil millo-
nes) y una longitud de lecturas uniforme (150 pb, 250 pb, 300 pb, dependiendo 
el equipo de secuenciación) y con una precisión por base >99%; además, es 
la única plaltaforma en que las secuencias generadas son pareadas (“paired-
end”), es decir, se producen lecturas en sentido “forward” (a las que se les 
denomina R1) y lecturas en sentido “reverse” (R2) a partir de la misma se-
cuencia. Por el hecho de producir secuencias pareadas las denominaciones de 
los productos de secuenciación son: 2 x 150, 2 x 250 y 2 x 300. Para los análisis 
de diversidad bacteriana mediante la secuenciación de las regiones hiperva-
riables (V1-V9) V3 o V4 del gen 16S rDNA, las plataformas de secuenciación 
recomendadas son las IonPGM e Illumina (MiniSeq y MiSeq); aunque, por la 
homogeneidad de los productos de secuenciación (2 x 150 del MiniSeq o 2 x 
300 pb del MiSeq), la precisión por base y la generación de secuencias parea-
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das (R1-R2). Estas características aumentan la precisión por base, en este tipo 
de estudios y por ende esta plataforma es la de uso más extendido.

Productos de la secuenciación NGS

Los productos directos de la secuenciación NGS son las lecturas o “reads”. Las 
lecturas o “reads” generados poseen información importante para su proce-
samiento, análisis y manipulación. Esta información es: la secuencia en sí y la 
calidad por base o nucleotido secuenciado. La calidad por base indica que tan 
precisa es la información, es decir, que tan fiable es la secuencia en cada base o 
nucleotido secuenciado. Los rangos de calidad varian de acuerdo a la platafor-
ma de secuenciación. Sin embargo, el rango de calidad más usado es el de las 
plataformas Sanger (secuenciación automatizada de primera generación, que 
sólo secuencia una lectura a la vez) e Illumina. El rango de calidad de ambas 
plataformas de secuenciación es de 0 a 40, lo cual equivale a la tasa de error o 
calidad por base y se le denomina valor de Phred o calidad (y se representa con 
la letra “Q”). Entre más bajo sea el valor Q de la base secuenciada, menor es el 
valor de calidad y entre mayor sea este valor, mayor será la calidad. Además, 
el valor Q corresponde a la siguiente escala de calidades: 90% de precisión por 
base Q = 10, 99% de precisión por base Q = 20, 99.9% de precisión por base 
Q = 30, y 99.99% de precisión por base Q = 40. El formato de los archivos en 
los cuales se encuentra la información de la secuencia de las lecturas y la ca-
lidad por base secuenciada es el formato .fastq. Los archivos .fastq contienen 
todas las secuencias de las lecturas correspondientes a una muestra, que puede 
ser desde unos cientos hasta cientos de millones, o incluso más, de lecturas o 
“reads”. La información correspondiente a la calidad por base se encuentra en 
este archivo y está codificada en formato hexadecimal (Fig. 14.3).
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Figura 14.3. Archivo de secuencias NGS en formato fastq. El inicio de cada secuencia está re-
presentado con “@”, seguido del identificador de secuencia dentro del archivo. En el siguiente 

renglón se encuentra la secuencia propiamente dicha. Se muestra un separador en el tercer 
renglón entre la secuencia y la calidad por base con “+”. El último renglón corresponde a la 

calidad por base en codificación hexadecimal.

Procesamiento de los “reads” y control de calidad (QC)

Los archivos de secuenciación contienen las lecturas o “reads” generados por 
cada muestra mediante la secuenciación NGS. Las secuencias contenidas en los 
archivos poseen la información correspondiente a la calidad de secuenciación 
por base, lo que nos indica que tan confiable es la información de cada base 
secuenciada por secuencia, para todas las secuencias de cada muestra o archivo.

Para revisar de manera rápida y eficiente todas las lecturas presentes en 
un archivo de secuenciación NGS (archivo.fatsq) se puede hacer a través del 
uso de la aplicación “Terminal” en Mac OS y en cualquier distribución de Li-
nux, y para todas las plataformas se puede usar la aplicación FastQC (https://
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Con la aplicación 
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“Terminal” puedes ver los archivos de secuenciación, contar cuantos “reads” 
se encuentran en el archivo e incluso eliminar los adaptadores que se agrega-
ron en el proceso de síntesis de las “librerias” para el proceso de secuenciación; 
en el caso de que las secuencias de los adaptadores no se hayan eliminado pre-
viamente porque se prepararon estas en nuestro laboratorio acorde a nuestras 
especificaciones. De haberse preparado las librerias en nuestro laboratorio es 
necesario tener a la mano la secuencia correspondiente a los adaptadores em-
pleados en el caso de que fuera diseños por nuestro equipo de trabajo, o cuales 
de los presentes de los “kits” de secuenciación comerciales, se emplearon para 
quitarlos de la secuencia de interés. Con el uso de la aplicación “Terminal” se 
pueden identificar los adaptadores usando en conjunto los comandos “grep”, 
“sed” en conjunto con las secuencias específicas de los adaptadores o con ex-
presiones regulares. Con la aplicación FastQC se puede accesar al archivo de 
secuenciación NGS usando una interface gráfica de usuario o GUI (“Graphic 
user interface”, es decir, se puede “abrir” un archivo de manera habitual como 
accesamos a los archivos con los programas de ofimática de Microsoft Office 
[Word, Excel]). Al accesar a los archivos de secuenciación NGS, estos son pro-
cesados por la aplicación y al termino de este procesamiento se despliega toda 
la información correspondiente a la calidad por base de todas las secuencias 
o “reads” presentes en el archivo, presencia de adaptadores (si es que los hay), 
abundancia de ambigüedades en las secuencias (“N”, o nucleotidos no defini-
dos en la secuencia) (Fig. 14.4).

Las secuencias de los archivos de secuenciación NGS se pueden proce-
sar con distintas aplicaciones o programas para eliminar las pares de bases, o 
incluso secuencias completas, de baja calidad (Fig. 14.4, zona roja). Las aplica-
ciones o programas más utilizados para este fin son: Trimmomatic y BBDuk. 
Para ambas aplicaciones es necesario especificar el valor de la calidad mínima 
por base, para eliminar las pares de bases que no cumplan con este criterio. 
Este proceso también se le conoce como “Trimming” que es parte del proceso 
“QC” (“Quality Control”), ya que al eliminar las pares de bases o secuencias 
de baja calidad se está aplicando un criterio cuantitativo sobre las secuencias 
presentes en el archivo de secuenciación NGS y así los análisis realizados a 
estas secuencias serán más confiables (Figura 14.5).
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Figura 14.4 Aplicación FastQC. 1) GUI de la aplicación, con la indicación para el uso o 
apertura de un archivo de secuenciación NGS para su procesamiento. 2) Despliegue de todas 
las características del archivo de secuenciación NGS procesado por la aplicación. 3) Gráfica 

de cajas (“boxplot”) de la distribución de las calidades por base de cada secuencia presente en 
el archivo de secuenciación NGS, con tres zonas de calidad: roja (baja calidad, no recomen-
dable), amarilla (calidad moderada, justificar uso) y verde (calidad alta, recomendable sin 

justificación de uso).
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Figura 14.5 Proceso QC mediante el “trimming” de los pares de bases de las secuencias en los 
archivos de secuenciación NGS. Al inicio (izquierda) están presentes pares de bases con un 

rango de calidad de 12-38 (es decir que se encuentran en la zona roja a la zona verde) con va-
lores medios de calidad de 28-38 (línea azul). Después del proceso de “trimming” (derecha) 
el rango de calidad aumentó de 21-38 con valores medios de calidad de 34-37 (línea azul).

Procesamiento de “reads” y generación de tablas de OTUs

Las secuencias procesadas ahora se pueden agrupar por pares, ya que como se 
generaron a partir de la plataforma de secuenciación Illumina, se cuentan con 
lecturas en sentido “forward” denominadas R1 y lecturas en sentido “reverse” 
denominadas R2. Al tener las secuencias en pares se procede al empalme o “mer-
ging” de los pares de secuencias R1 y R2 con la aplicación BBMerge. Este proceso 
elimina las secuencias quiméricas que se generaron en el proceso de creación de 
las librerias y en el mismo proceso de secuenciación; ya que, las secuencias qui-
méricas no tienen una secuencia complementaria a la cual complementarse y 
así generar un empalme de secuencias R1-R2. Previo al proceso de empalme o 
“merging” de las secuencias R1 y R2 se pueden eliminar las quimeras con el uso 
de la aplicación UCHIME. Las secuencias resultantes del proceso de empalme o 
“merging” se denominan ahora con la letra R y se puede proceder al proceso de 
agrupamiento, mapeo y generación de tablas de unidades taxonómicas opera-
cionales (“Operational taxonomical units or OTU”) (Fig. 14.6).
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Figura 14.6 Proceso de generación de la tabla de OTUs. 1) Conjunto de “reads” procesados, 
pareados y empalmados. 2) “Reads” agrupados con base al criterio de identidad/similitud 

del 98%. 3) “Reads” consenso de cada agrupación que serán “mapeados” con la base de datos 
(“database” o “DB”) del GenBank, para la generación de una DB “Local” o por muestra. 4) 

Mapeo del conjunto de “reads” procesados, pareados y empalmados de la muestra con la DB 
“Local” de la muestra. 5) Agrupamiento de los “reads” por cada OTU y generación de la tabla 
de frecuencias de cada OTU en la muestra. 6) Integración de las tablas de OTUs por muestra 

a una tabla de OTUs de las muestras.
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El proceso de agrupamiento de los “reads” consiste en formar grupos ba-
sados en el criterio de “identidad/similitud” de las secuencias de los “reads”, 
es decir, agrupar las secuencias que se parecen a nivel de secuencia con al me-
nos un porcentaje del 98% de “identidad/similitud” como requisito mínimo 
de agrupamiento de los “reads” (Fig. 14.6.1 y 14.6.2). Este proceso se puede 
realizar con las aplicaciones Velvet, SPAdes, CAP3, SOAPdenovo, así como 
cualquier ensamblador de novo. Los ensambladores de novo, en principio, se 
encargan de agrupar los “reads” presentes en un archivo de secuenciación NGS, 
tomando como criterio principal la “identidad/similitud” de las secuencias o 
“reads” y así poder formar agrupaciones de secuencias. Los ensambladores de 
novo se utilizan para la generación de “contigs”. Los “contigs” son el producto 
del empalme de secuencias contiguas que se extienden a longitudes de pares 
de bases mayores que las lecturas originales. La generación de “contigs” ayuda 
en la construcción de secuencias completas de ARNm’s, en el caso de la trans-
criptómica, sin necesidad de contar con un genoma de referencia y determinar 
que genes están transcripcionalmente activos; así como para la construcción 
completa de cromosomas y, por ende, del genoma completo de un organismo, 
o genómica, para la generación de un genoma de referencia.

Los grupos de “reads” generados en el proceso de agrupamiento con el 
uso del ensamblador de novo se designan con un identificador único por grupo 
(Fig. 14.6.2). Cada grupo identificado genera una secuencia consenso propia, 
la cual se utiliza para llevar a cabo el proceso de “mapeo” con una base de datos 
de secuencias de referencia (Fig. 14.6.3). Las bases de datos de las secuencias 
de referencia pueden ser de genomas completos o de genes marcadores, tales 
como el 16S para procariotes, 18S y región ITS (“Internal transcribed spacer”) 
para eucariotes. Los genes 16S ADNr y 18S ADNr ambos poseen 9 regiones 
hipervariables (V1-V9). Las regiones hipervariables tienen la característica de 
que son regiones que presentan alta variabilidad en su secuencia para poder 
diferenciar entre organismos de distintas especies, pero entre organismos de 
la misma especie, estás regiones se mantienen estables o conservadas. Para 
los estudios de diversidad procariotica, la o las regiones hipervariables que se 
recomienda(n) utilizar es la región V3 o V3-V4 (V3 junto con la región V4). 
El proceso de “mapeo” consiste en el alineamiento de cada secuencia consen-
so de cada grupo generado en el proceso de “agrupamiento” con una base de 
datos. El algoritmo o aplicación para llevar a cabo este proceso es “Megablast” 
y la base de datos puede ser la de nucleotidos no redundantes (“nt/nr”) o la 
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“16SMicrobial” del GenBank, así como la SSU de Silva y Greengenes, https://
www.arb-silva.de/, https://greengenes.secondgenome.com/). Los resultados 
de los alineamientos obtenidos servirán para establecer una base de datos “lo-
cal” por muestra, es decir, este proceso de mapeo se realiza por cada muestra 
(Fig. 14.6.3, 14.6.4). Una vez obtenida la base de datos “local” por muestra, se 
procede al proceso de “generación de tablas de unidades taxonómicas opera-
cionales” o de “tablas de OTUs (Operational taxonomic units)” con el uso de 
todas las secuencias empalmadas y un criterio de asignación taxonómica a 
nivel de especie del 97% al 99% (Fig. 14.6.5). Este criterio de asignación indica 
que para que un “read” pueda ser asignado al nivel taxonómico de especie 
requiere un 97% o 99% de identidad con la secuencia correspondiente en la 
base de datos “local”, si el porcentaje de identidad es menor al 97% o 99% se 
asignará al nivel de genero; menor al 95% se asignará a nivel de familia y así 
sucesivamente hasta llegar al nivel de filo o hasta dominio. Este proceso se 
lleva a cabo con cada “read”, lo que genera una tabla de frecuencia del total de 
“reads” asignados a cada OTU en la muestra analizada.

Las tablas de OTUs generadas por muestra se integran en una tabla de 
OTUs de todas las muestras y de sus replicas basadas en las frecuencias de “re-
ads” de cada OTU (Fig. 14.6.6). El siguiente paso consiste en la normalización 
de los datos. La normalización de los datos de cada muestra se realiza obte-
niendo la proporción o porcentaje de la frecuencia de “reads” en cada OTU con 
respecto al total de “reads” de cada muestra. Esto nos permite comparaciones 
más claras y evita los sesgos provocados por la cantidad de “reads” generados 
en cada replica de cada muestra en el proceo de secuenciación NGS; ya que, la 
obtención de “reads” varia con cada replica de cada muestra. Al tener las tablas 
de OTUs de las muestras por replicas, estas se pueden integrar sólo por mues-
tra para comparar distintas muestras más fácil y claramente. Para los análisis 
de diversidad ecológica (alfa y beta, principalmente), es necesario tener las 
tablas de OTUs por muestra y de sus replicas ya normalizadas.

Análisis de diversidad ecológica microbiana

Los análisis de diversidad alfa son los que se llevan a cabo para conocer que 
tan homogénea o uniforme es la muestra de trabajo que se eligió para ser es-
tudiada. La muestra de trabajo es cualquier zona de muestreo bien delimitada 
y con características bien definidas. La muestra de trabajo puede ser la hoja 
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de una planta, suelo asociado a raíces de plantas (rizoplano), suelo cerca de 
las raíces de una planta (rizosfera), suelo de un campo de cultivo, suelo de 
bosque, muestras fecales de pacientes sanos, muestras fecales de pacientes 
con alguna enfermedad diagnósticada, etc. Las replicas de cada muestra co-
rresponden a tomar varias muestras de la muestra de trabajo, es decir, si son 
muestras de hojas de una planta tomar varias hojas de esa planta, varias mues-
tras de suelo o varias muestras fecales del mismo paciente. Los índices alfa 
que se estiman comúnmente son los que nos indican que tan diversa, rica y 
homogénea es la muestra per se. Los índices alfa de diversidad corresponden 
directamente al número de OTUs observados o identificados en la muestra 
y al índice de Chao1. Este último toma en cuenta además de la cantidad de 
OTUs observados en la muestra los OTUs poco representados en la misma, 
para así darle un peso ecológico relevante a estos organismos en la comuni-
dad microbiana que conforma la muestra. El índice de riqueza o índice de 
Shannon evalua que la cantidad de OTUs sea tan variada como la propor-
ción que representa cada OTU en la comunidad microbiana de la muestra 
analizada. El índice de homogeneidad o índice de Simpson evalua que la co-
munidad microbiana este conformada principalmente por un dominio o nivel 
taxonómico en partícular: Bacterias, Archaeas, Eukaryas, Fungi, Metazoa, etc. 
Los índices alfa se representan gráficamente mediante “boxplots” y se realiza 
una comparativa estadística para determinar diferencias netas o significati-
vas aplicando las pruebas de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis (Fig. 14.7.1). 
Además, los índices alfa se pueden estimar mediante curvas de muestreo, es 
decir, realizar una simulación de los OTUs presentes en cada muestra contra 
el total de “reads” presentes en la muestra; también se les denomina curvas 
de rarefacción y ayudan para determinar si la cantidad de “reads” presentes 
en la muestra está representando la totalidad, al menos a nivel teórico, de la 
diversidad microbiana en la muestra (Fig. 14.7.2). Este análisis de estimación 
de curvas de muestreo se puede aplicar a los índices de Chao1, Shannon y 
Simpson con los OTUs presentes en cada muestra (interpolación) e incluso 
extenderlos, mediante la simulación computacional, al doble de “reads” de la 
muestra o extrapolación (Fig. 14.7.3). Además, con estos análisis de interpola-
ción/extrapolación se puede estimar de manera más precisa si la cantidad de 
“reads” en cada muestra está representando la totalidad teórica de la diversi-
dad microbiana (Fig. 14.7.4). Para el manejo de datos, es decir, de las tablas de 
OTUs, la normalización de los datos, manejo de la integración de las tablas de 
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OTUs por réplicas y por muestra, cálculo de los índices alfa para diversidad, 
riqueza y homogeneidad de las muestras, se requiere del uso del lenguaje de 
programación R y del ambiente de desarrollo integrado o IDE (“Integrative 
development environment”) de RStudio (https://www-r-project.org, https://
rstudio.com), así como de los paquetes de visualización de gráficos ggplot2 y 
de análisis ecológicos vegan y iNEXT.

Figura 14.7 Representación de los índices de diversidad alfa. 1) Análisis de distribución de los 
índices alfa de diversidad (OTUs observados, indice de Chao1), riqueza (índice de Shannon) y 
homogeneidad (índice de Simpson) de cada muestra en “boxplots”. 2) Estimación de las curvas 
de rarefacción de cada muestra. 3) Estimación de las curvas de muestra mediante el proceso de 
inter- y extrapolación de la diversidad ((0) índice de Chao1, riqueza (1) índice de Shannon) y 

homogeneidad (2) índice de Simpson) de cada muestra. 4) Estimación de la curva de covertura 
de diversidad acorde a la cantidad de “reads” mediante el proceso de inter- y extrapolación.
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La comparación entre muestras se lleva a cabo por medio de los índices 
beta. Los índices beta consisten en análisis de agrupamientos de las muestras, 
los cuales pueden tomar como base la estimación de la matriz de distancias 
de disimilitud de Bray-Curtis, Jaccard, UniFracc, entre otras. La estimación 
de la matriz de distancias de disimilitud estima de manera cuantitativa que 
tan diferentes o similares son las muestras entre sí. Entre más alto el valor 
entre dos muestras, indica que es mayor la disimilitud o que son muy dife-
rentes. Entre más bajo el valor entre dos muestras, mayor es la similitud entre 
ellas. Una de las maneras en que se puede visualizar la estimación de la matriz 
de distancias de disimilitud es mediante un agrupamiento jerarquizado, el 
cual desplegará como resultado un dendograma en el cual se agruparán las 
muestras en ramas o clados acorde a la similitud de las muestras compara-
das. Este análisis de agrupamiento se puede extender, tomando como base 
de los cálculos a la matriz de distancias de similitud estimada previamente, a 
análisis de coordenadas principales (PCoA), escalamiento multidimensional 
(NMDS), de correspondencia restringida (CCA) y redundancia basada en 
distancias (dbRDA), para la representación gráfica para la estimación de los 
agrupamientos de las muestras en dos o en tres dimensiones. También, se 
pueden llevar a cabo análisis de agrupamientos independientes de la esti-
mación de la matriz de distancias de disimilitud, los cuales son: análisis de 
componentes principales (PCA) y el análisis de agrupamiento bidimensional 
no supervisado. El soporte estadístico de los agrupamientos de las muestras 
se lleva a cabo mediante los análisis de varianza permutacional (PERMA-
NOVA) y/o de los análisis de similitud (ANOSIM), tomando en cuenta el o 
los factores que están influyendo en el agrupamiento. Estos factores pueden 
ser los tratamientos aplicados, ambientales (temperatura, humedad, estación 
del año), estado de salud, etc. Para la estimación de la matriz de distancia de 
disimilitud, los análisis de agrupamientos dependientes de esta matriz esti-
mada e independientes, así como para la estimación del PERMANOVA y/o 
ANOSIM es necesario la utilización de los paquetes vegan, ape, ggplot2, dplyr 
del lenguaje de programación R (Fig. 14.8).
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Figura 14.8 Análisis de similitud/disimilitud entre muestras o índices de diversidad beta. 1) 
Visualización de la estructura de las comunidades bacterianas en las muestras. 2) Dendogra-
ma del análisis de agrupación jerarquizada de muestras. 3) Análisis de componentes princi-
pales (PCA). 4,) Análisis de escalamiento multidimensional (NMDS). 5) Análisis de corres-
pondencia restringida (CCA). 6) Análisis de agrupamiento bidimensional no supervisado.

Protocolos

Toma de muestras

La microbiota ha sido analizada por muchos años usando cultivo tradicio-
nal y por métodos moleculares (reacción en cadena de la polimerasa, PCR), 
los cuales excluyen a un gran número de microorganismos que no pueden 
ser cultivados fuera de su hospedero. La secuenciación de nueva generación 
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(NGS) es una herramienta que permite considerables avances en el estudio 
de la ecología microbiana. En esta tecnología, mantener la integridad de las 
muestras recolectadas, es un desafío importante en la investigación del mi-
crobioma. Desde la recolección de la muestra, la composición del microbioma 
puede comenzar a cambiar, por esta razón, la congelación a menudo se consi-
dera un método estándar de preservación; sin embargo, si la colecta se realiza 
en ubicaciones remotas, en donde transportar y almacenar en frío resulta cos-
toso, la preservación con compuestos químicos son una opción si se desea 
evitar el sesgo en el momento de analizar los datos.

Las ventajas de un buen método de preservación de muestras para aná-
lisis de la microbiota son: estabilizar la muestra desde el punto de recolección  
evitando sesgos introducidos por el crecimiento microbiano, homogeneizar 
las muestras creando una buena reproducibilidad en comparación con mues-
tras frescas o congeladas, un agente conservante que lisará toda la muestra, 
inactivará los virus y hará segura a la muestra permitiendo que todos los tipos 
de ADN (bacteriano, fúngico, viral, hospedero) se unirán durante el aisla-
miento del ADN.

En plantas, el análisis de los perfiles taxonómicos bacterianos ha incre-
mentado drásticamente, la microbiota asociada a raíz y las bacterias endófitas 
de la planta son las de mayor análisis. Para preservar las muestras de suelo 
sin que estos presenten efectos en sus perfiles taxonómicos bacterianos; las 
temperaturas recomendadas son de 4 + 2 º C para un máximo de tiempo de 3 
meses, y de -20 + 2 º C para un periodo de tiempo de un año.

Muestras de suelo que no pueden ser preservadas por temperatura pue-
den ser guardadas con amortiguadores ofrecidos por las diferentes casas 
comerciales, sin embargo, diversos autores recomiendan analizar la adecuada 
para cada tipo de muestra por procesar. 

Se ha observado un efecto en las comunidades bacterianas al preserva 
muestras de suelo con LifeGuard de MOBIO comparado con muestras recién 
colectadas o preservadas en una solución con DMSO-EDTA. Los autores de-
muestran que el método de conservación por refrigeración presenta perfiles 
taxonómicos bacterianos similares a las muestras recién colectadas, compro-
bando ser un método de preservación eficiente.
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Protocolo para la toma de muestra para análisis de la microbiota 
asociada a la rizosfera, rizoplano y endófitas de plantas

Importante: Seleccionar 3 plantas las cuales representan una muestra al reali-
zar la combinación del material colectado de ellas (proceso mencionado como 
pool). Para los análisis de perfiles taxonómicos se requiere un mínimo de dos 
muestras por punto de análisis para la validación estadística.

1)	 Para muestras de rizosfera: Tomar la muestra de tierra adherida a la su-
perficie de la raíz que no se sacude fácilmente (aproximadamente 1mm 
desde la superficie de la raíz hacia dirección del suelo), recolectar con 
ayuda de un amortiguador de lavado (amortiguador de sales de fosfatos 
PBS es recomendado) en un tubo falcón de 50 ml y preservar (Fig. 14.1).

2)	 Para muestras de rizoplano: Tomar la raíz y eliminar el excedente de sus-
trato tierra dejando solo aquella que se encuentra estrictamente pegada 
a las raíces. Esta tierra se recupera por medio de lavados de la raíz con 
ayuda de vortex (Fig. 14.1).

3)	 Para muestras de bacterias endófitas: Lavar perfectamente la raíz para 
eliminar el sustrato de tierra pegado a ella por vortex, preservar la raíz en 
tubo falcón (ver Barraza et al. 2020).

4)	 Preservación de las muestras: Guardar los tubos falcón con las muestras 
previo al procesamiento de extracción a -20 º C (Fig. 14.1).

Extracción de ADN

Las muestras de suelo a menudo se consideran como uno de los entornos más 
desafiante, debido a la diversidad de las especies presentes y la variedad de 
inhibidores enzimáticos (ácidos húmicos o metales pesados) que pueden ser 
co-extraídos con el ADN.

El método de extracción de ADN es de importancia para los análisis de 
taxonomía bacteriana, ya que varios grupos de investigación han observado 
el impacto que puede tener sobre las comunidades bacterianas. La lisis celular 
es un paso inicial y crucial en los procesos de extracción de ADN, en los que 
se incluye disrupción física, química y enzimática. La disrupción física puede 
aumentar la cantidad de ADN, sin embargo, puede potenciar el corte del ADN 
genómico en fragmentos pequeños que pueden conducir a productos quimé-
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ricos en el resultado final de la secuenciación. Los métodos de lisis química y 
enzimática tienen menos probabilidad de dañar el ADN, pero pueden intro-
ducir sesgos al no ser general a todos los organismos blancos en una muestra 
con una amplia gama de contenido bacteriano.

El método tradicional de extracción de ADN de suelos involucra procesos 
tales como incubación con enzimas líticas y extracción con fenol/cloroformo. 
Muchos paquetes comerciales para extracción de ADN han sido desarrollados, 
los cuales se basan en su mayoría en la extracción directa, siendo los compo-
nentes secreto comercial. La purificación de ADN puede causar diferencias 
en la cantidad y pureza de la muestra. La cantidad y pureza del ADN extraí-
do están relacionadas con la diversidad microbiana, en consecuencia como 
la diversidad de las secuencias obtenidas refleja la presencia de una especie 
determinada, debido a que cantidad de ADN no equivale a la diversidad re-
presentada. Para evaluar el método de extracción para muestras destinadas a 
los análisis metagenomicos, se debe considerar la cantidad y calidad del ADN 
recuperado, la diversidad de las secuencias obtenidas, los índices de diversi-
dad de los datos y la reproducibilidad de los resultados entre replicas.

Teng y colaboradores (2018), analizaron seis métodos de extracción. Los 
autores observaron que entre los paquetes comerciales no se tienen efectos en 
la cantidad y calidad del ADN. Interesantemente se observó que fue leve el 
efecto en la calidad del protocolo de extracción de ADN del fenol-clorofor-
mo. El impacto en la microbiota se vio afectado por el método de extracción 
evaluado, sin embargo, el método de fenol-cloroformo es reproducible entre 
replicas y las taxas más representativas son identificadas. Fue a nivel de abun-
dancia relativa en donde los métodos de extracción difieren.

Protocolo para la extracción de ADN genómico para análisis de la 
microbiota asociada a la rizosfera, rizoplano y endófitas de plantas

1)	 Colectar en un tubo eppendof de 1.5 mL 500 mg de suelo (rizoplano y 
rizosfera) o de tejido de raíz (previamente pulverizado con ayuda de ni-
trógeno líquido). Posteriormente adicionar 1 mL de amortiguador de 
extracción (SDS 2%, NaCl 1.4 M, Tris 100 mM, y EDTA 20 mM).

2)	 Incubar las muestras por 1 hora a 55 ºC. Posteriormente dar un segundo 
período de incubación a temperatura del cuarto por 72 horas.
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3)	 Transcurrido el segundo período de incubación, tomar 1 mL del sobre-
nadante y transferir a un tubo eppendof de 1.5 mL, adicionar 1 volumen 
de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1 v/v/v) pH 8.0, mezclar y 
centrifugar a 12,000 x g´s por 15 minutos.

4)	 Terminada la centrifugación tomar la fase acuosa con ayuda de una mi-
cropipeta y transferir a un tubo eppendof de 1.5 mL, adicionar 500 μL de 
isopropanol por 24 horas a 4 ºC.

5)	 Transcurrido el tiempo de incubación, realizar una centrifugación a 
12,000 x g´s por 10 minutos. Eliminar el sobrenadante. Adicionar 500 
μL de alcohol al 70 % (v/v), centrifugar a 12,000 x g´s por 10 minutos, 
descartar el sobrenadante y repetir la operación.

6)	 Concluido el último lavado con etanol, descartar sobrenadante y secar 
la pastilla para eliminar todo residuo de etanol. Como último paso, re-
suspender con amortiguador TE (10:1) o H2O estéril (grado biología 
molecular) y guardar a -20 ºC.

7)	 Las muestras de ADN total son cuantificadas para determinar la calidad 
y la cantidad. Para ello, en una nanodrop se cuantifica 1 μL de muestra. 
Se toma importancia a la lectura con relación de 260/230 y la de 260/280 
para determinar la calidad. Para determinar la concentración se toma la 
lectura de 260.

Secuenciación de Nueva Generación

La secuencia del gen 16S ARNr se utilizó por primera vez en 1985 para análisis 
filogenéticos, debido a que contiene regiones altamente conservadas para el 
diseño de oligonucleótidos. Las regiones hiper-variables 16S son para identi-
ficar las características filogenéticas de los microorganismos, convirtiéndose 
en el gen marcador más utilizado para perfilar la comunidad bacteriana. La 
secuencia completa del gen 16S ARNr consiste de nueve regiones hiper-varia-
bles que son separadas por nueve regiones altamente conservadas las cuales 
fueron nombradas de V1 hasta V9. El análisis de cada región del 16S RNAr 
dará como resultado una composición distinta de una comunidad microbiana 
dada. La elección de la región hiper-variable del 16S ARNr para secuenciación 
es un paso importante. En décadas pasadas, la región V1-V3 fue frecuente en 
la plataforma 454 (ofrece lecturas de una longitud de un solo extremo hasta 
de 750 pb). En fechas actuales, la región V3-V4  y la V4-V5 han permitido 
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una caracterización precisa y rentable de muestras de microbioma, empleado 
por ello por diversos grupos de investigación, siendo las plataformas  MiSeq, 
NextSeq500 y HiSeq 2500 las más empleadas en la última década.

Se ha observado que la estimación de las comunidades bacterianas em-
pleando los fragmentos de la V3 del 16S ARNr tiene una alta resolución para 
taxones de rango inferior (especie y genero), siendo una buena región para los 
análisis de taxonomía bacteriana.

Protocolo para la amplificación y secuenciación  
de la región V3 del 16S ADNr

1) Amplificar la región V3-V4 del 16S ADNr por PCR empleando los oligo-
nucleótidos v3-338f y los v4-806r, como templado se emplea ADN total 
(Figura 14.9). 

2) Amplificar la región V3 usando los oligonucleótidos V3-338F y V3-533r 
con adaptadores de ilumina siguiendo las recomendaciones del manual, 
se emplea como templado el producto de PCR amplificado en la sección 1.

3) Cuantificar los productos de PCR resultantes de esta segunda amplifica-
ción con el instrumento qubit. 

4) Generar las lecturas de secuenciación usando la plataforma Illumina Mi-
niSeq (2x 150 pb) o MiSeq (2 x 300 pb).
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Figura 14.9 Flujo de trabajo del sistema de secuenciación de una librería de 16S ADNr. Toma-
da y modificada de Ranjith et al. (2016).

Análisis bioinformático en MG-Rast

Los primeros pasos en el análisis de cualquier metagenoma implican comparar 
esas secuencias con secuencias conocidas en bases de datos. Esta tarea inten-
siva proporciona los tipos de datos básicos para muchos análisis posteriores. 
Existe un sistema abierto totalmente automatizado para el procesamiento de 
datos de metagenoma empleando bases de datos ya disponibles. El servidor 
MG-RAST es un sistema de códigos para la comparativa genómica. Los usua-
rios pueden cargar datos de secuencias en formato fastq. Las secuencias serán 
normalizadas y procesadas de forma automática.

Protocolo para el uso de la plataforma del MG-RAST para análisis de 
secuencias 16S ADNr

1) Registrar un usuario en la plataforma: Emplear la página web http//metage-
nomics.anl.gov/ para el registro y gestión de usuario, este primer paso tiene 
dos funciones, limita el acceso a cada conjunto de datos para el usuario y 
colaboradores y asegura una dirección de correo electrónico válida en caso 
de que la correspondencia sea requerida. Una vez que inician sesión, los 
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usuarios pueden ver sus propios metagenomas y los disponibles pública-
mente. En la plataforma se permite tener los datos confidenciales y pueden 
ser liberados en el momento que se autorice (Fig. 14.10). 

Figura 14.10 Flujo de trabajo desarrollado en la  MG-RAST, tomato de Wilke et al. (2014).

2)	 Cargar los datos a la plataforma: Los usuarios pueden cargar las lecturas sin 
ensamblar, sin procesar o como contigs ensamblados. Para ello, acceder a 
la plataforma del MG-RAST con usuario y contraseña, en la parte superior 
de la barra se observa un icono de la nube con flecha apuntando arriba, dar 
click, se despliega una ventana en donde se dan indicaciones de cómo subir 
los datos en formato fastq en la plataforma. Los datos tienen un tiempo de 
subida según la demanda de la plataforma. La plataforma permite visuali-
zar el estado del proceso, al concluir se notifica al usuario. 

En la plataforma se realiza el “pipeline” o flujo de trabajo de forma au-
tomática, el cual implica una curación de la lectura, ensamble, predicción de 
genes y anotación tanto funcional como taxonómico de los genes resultantes. 
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Después de cargar los datos, un paso de normalización es ejecutado, 
generando secuencias únicas y removiendo secuencias duplicadas. En un se-
gundo paso, las secuencias son analizadas en busca de genes codificadores de 
proteínas a través de BLASTX contra la base de datos “SEED” en el cual se en-
cuentra integrados datos genómicos de una variedad de fuentes como la base 
de datos de SILVA, RDP entre otros. 

3)	 Analizar los datos en la plataforma: Para los análisis en la plataforma se 
dirige al icono con símbolos de barras, al dar click se despliega una ventana 
con el título de crear nuevo análisis, se selecciona la base de datos. En las 
opciones se encuentran RDP, Silva SSU, Silava LSU (para taxonomía bac-
teriana). Seleccionar Silva SSU y dar click en adicionar. En la parte inferior 
se selecciona el tipo de sequencia y metagenoma que se analizará mediante 
el uso del nombre o ID otorgado al momento de haber subido los datos en 
formato fastq. En el recuadro izquierdo de la parte inferior aparecerán los 
metagenomas con ID similar, seleccionar el que será sometido al análisis y 
dar click a la flecha del recuadro céntrico. Posterior a esto se observará que 
el metagenoma aparecerá en el recuadro derecho. La operación se repite si 
se quiere analizar varios metagenomas. Concluida la selección dar click a la 
palomita, para cargar los genomas completos.

En la sección superior derecha aparecerá una ventana con parámetros 
default, seleccionar el nivel del análisis (Dominio, fila, clase, orden, familia, 
género u especie), para dar una idea gráfica de la abundancia seleccionar 
“stacked bar”, seleccionar la normalización de los datos. Los datos pueden ser 
extraídos de la plataforma, dar click en exportar, seleccionar formato TSV, 
para la obtención de ellos. 
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Abreviaturas

ADN: ácido desoxirribonucléico.
ADNr: ácido desoxirribonucléico ribosomal.
ARN: ácido ribunocléico.
ARNr: ácido ribunocléico ribosomal.
ARNm: ácido ribunocléico mensajero.
SAR: resistencia sistémica adquirida.
ISR: resistencia sistémica inducida.
N: nitrógeno.
Fe: fierro.
IAA: ácido indol-acético.
PRR: receptores de reconocimiento de patrones.
MAMP: patrones moleculares asociados a microbios.
MTI: inmunidad activada por MAMP.
MAPK: proteínas quinasas activadas por mitógeno.
DAMP: patrones moleculares asociados a daños.
ETI: inmunidad activada por efectores.
ABA: ácido absícico.
SA: ácido salicílico.
JA: ácido jasmónico.
PGPB: bacterias promotoras del crecimiento vegetal.
VOC: compuestos volátiles orgánicos.
QS: quorum sensing.
AI: autoinductores.
AHL: acil-homoserin lactona.
NGS: secuenciación de nueva generación.
OTUS: unidades taxonómicas operativas.
PCR: reacción en cadena de la polimerasa.
QC: control de calidad.
ITS: espaciador transcrito interno.
PcoA: análisis de coordenadas principales.
NMDS: escalamiento multidimensional.
CCA: análisis de correspondencia restringida.
PCA: análisis de componentes principales.
PERMANOVA: análisis de varianza permutacional.
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ANOSIM: análisis de similitud.
SDS: dodecilsulfato sódico.
NaCl: cloruro de sodio.
Tris: tris(hidroximetil)aminometano.
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético.
Pb: pares de bases.
SSU: subunidades cortas (16S/18S).
LSU: subunidades largas (23S/28S).

Glosario

Microbioma: comunidad de microorganismos que habitan un lugar determi-
nado, como un ser vivo. 

Fitobioma: microbioma específico de plantas.
Rizobioma: microbioma que abarca la raíz y la rizosfera de las plantas.
Rizosfera: zona localizada entre 1-3 mm alrededor de las raíces.
Rizoplano: superficie de la raíz donde se incluyen todos los microorganismos 

adherida a ella.
Core microbiome: microbioma que es localizado en una especie en particular.
Filosfera: superficie de la parte aérea de las plantas.
Filobioma: microbioma de la filosfera.
Endofítico: parte interna de la planta donde podemos encontrar diferentes mi-

coorganismos habitando en ella.
Endosfera: microbioma de la parte endofítica de la planta.
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Resumen 

Las microalgas son consideradas como una fuente ideal para la 
producción sostenible de compuestos fisiológicamente activos 
tales como lípidos, proteínas y polisacáridos. Su gran capacidad 
para soportar condiciones ambientales adversas y su alta efi-
ciencia fotosintética, conducen a una elevada productividad de 
biomasa bajo cortos periodos de tiempo. Adicionalmente, me-
diante la modificación de las condiciones de cultivo o a través 
de la ingeniería metabólica, es posible incrementar su biomasa 
y los metabolitos de interés. Las proteínas y los polisacáridos de 
la biomasa microalgal, pueden utilizarse de forma sostenible en 
la industria alimentaria para satisfacer las necesidades dietéticas 
tanto de humanos como de animales. Asimismo, el alto contenido 
de ácidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados 
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en algunas microalgas, se puede aprovechar en la industria nutracéutica para fa-
cilitar la prevención o el tratamiento de una enfermedad y, en la industria de los 
biocombustibles, para la elaboración de biodiésel. En este capítulo, se presenta 
una visión general del efecto producido en las microalgas, por la modificación 
de las condiciones de cultivo tales como temperatura, pH, intensidad de luz, 
nutrientes, y uso de reguladores de crecimiento. Además, se describen algunas 
aplicaciones comerciales de los lípidos producidos por las microalgas.

Introducción

Hoy en día el 80% de la energía primaria proviene del petróleo, carbón y gas natural 
dejando en menor proporción a las energías renovables; definidas como fuentes 
prácticamente inagotables con respecto al tiempo de vida de un ser humano y 
cuyo aprovechamiento es técnicamente viable. Dentro de estos tipos de energías 
se encuentran: la solar, eólica, hidráulica, geotérmica y la biomasa; esta última se 
refiere al conjunto de productos energéticos y materias primas originadas a partir 
de la materia orgánica renovable que puede ser procesada para proveer formas 
bioenergéticas más elaboradas y adecuadas para el consumo final, de la que se 
pueden obtener biocombustibles líquidos como el biodiésel y bioetanol.

Existen 3 generaciones de biocombustibles que se pueden obtener a partir 
de lípidos provenientes de diferentes materias primas. En la primera gene-
ración los lípidos son producidos principalmente por cultivos alimenticios y 
semillas oleaginosas, por ejemplo, palma, colza, soya, girasol, coco, cacahuate, 
entre otros. El uso de aceites vegetales comestibles requiere del uso de enor-
mes extensiones de tierra fértil y esto conlleva a la falta de alimentos para la 
población, la deforestación y la escasez de agua. En la segunda generación de 
biocombustibles, los lípidos se obtienen de plantas lignocelulósicas y desper-
dicios de cultivos, también con inconvenientes tales como los largos períodos 
de producción, el rendimiento lipídico restringido (menor al 5% del peso seco 
total) y la dependencia por las condiciones climáticas.

La sustentabilidad de la industria del biodiésel requiere de materias primas 
alternas que permitan operar continuamente y superar las limitaciones se-
ñaladas, apareciendo en respuesta a esta necesidad la tercera generación de 
biocombustibles. La tercera generación esta conformados por microorganis-
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mos oleaginosos entre las que se encuentran las microalgas, las cuales son un 
conjunto heterogéneo de microorganismos fotosintéticos unicelulares proca-
riontes y eucariontes que se localizan en hábitats diversos tales como aguas 
marinas, dulces, residuales o en el suelo, bajo un amplio rango de temperatu-
ras, pH y disponibilidad de nutrientes (Fig. 15.1).

Figura 15.1. Esquema del proceso de producción de biodiésel a partir de microalgas.  

Desafortunadamente se ha visto que es poco factible la producción de bio-
diésel a partir de microalgas, en base a los rendimientos actuales y a modelos 
económicos de las instalaciones de producción. Además, no todos los lípidos 
microalgales son satisfactorios para la producción de biodiésel, los apropiados 
son aquellos ácidos grasos (cadena larga saturados o monoinsaturados) libres y 
unidos covalentemente a un glicerol, llamados triacilglicéridos (TAGs). 

Debido a lo anterior se han buscado estrategias que aumenten el porcentaje 
de lípidos de reserva. Algunas de estas estrategias consisten en exponer al orga-
nismo a diferentes condiciones de estrés fisiológico o químico como pueden ser: 
Limitación de nutrientes, cambios de pH, modificación en la longitud de onda 
irradiante, aumento o disminución de temperatura, uso de reguladores de 
crecimiento, etc. Otras estrategias están basadas en la ingeniería genética; produ-
ciendo cepas transgénicas que sobreexpresan enzimas clave en la biosíntesis de 
lípidos. En este capítulo se describe la biosíntesis de lípidos en microalgas y el fun-
damento de algunas estrategias utilizadas para incrementar la cantidad de lípidos.  
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Biosíntesis de lípidos en microalgas

Los lípidos en las microalgas están compuestos de lípidos polares y lípidos neu-
tros. Los lípidos neutros se componen de TAGs formados por tres moléculas 
de ácidos grasos acopladas a una molécula de glicerol. La producción y acu-
mulación de lípidos en las microalgas depende principalmente de la especie y 
de su constitución genética, pero también es afectada por diversas condiciones 
físicas y químicas del cultivo, como lo son la disponibilidad de nutrientes, sa-
linidad, períodos e intensidad de luz, temperatura, pH, entre otros.

Se ha reportado que la composición de ácidos grasos de las microalgas 
comúnmente incluye moléculas lineales de 12 a 22 átomos de carbono en nú-
mero par, saturadas e insaturadas, donde la posición y el número de enlaces 
dobles (1 a 6) es variable, siendo por lo general cis la configuración de éstos. 
Los ácidos grasos de 16C (carbonos) a 18C son los más frecuentes, no obstante, 
moléculas de cadena media (10C, 12C, 14C) o demasiado larga (> 20C) pre-
dominan en algunas especies. Por lo general, en las microalgas dulceacuícolas 
prevalecen los ácidos grasos saturados y monoinsaturados, observándose en 
menor proporción compuestos poliinsaturados (PUFAs, por sus siglas en in-
glés Polyunsaturated Fatty Acids). Estos últimos, ocasionalmente constituyen 
la mayor fracción de ácidos grasos en especies marinas. La variación del perfil 
de ácidos grasos entre los diversos grupos algales es considerable, variabilidad 
que igualmente se exhibe bajo distintas condiciones de cultivo. 

El metabolismo lipídico de las algas es similar al de plantas superiores, 
particularmente en la biosíntesis de ácidos grasos y triacilglicéridos, como 
consecuencia de la homología entre secuencias y la similitud de características 
bioquímicas observadas entre ciertos genes y enzimas de origen vegetal y algal 
involucrados en la producción de lípidos. En el cloroplasto ocurre la síntesis de 
novo de ácidos grasos, cuyo paso inicial consiste en la carboxilación de acetil-
CoA dependiente de ATP para su conversión en malonil-CoA. Esta reacción 
es catalizada por la acetil-CoA carboxilasa y es considerada el paso limitante 
del proceso, ya que compromete el flujo de acetil-CoA hacia la biosíntesis de 
lípidos, donde las unidades de acetil-CoA probablemente derivan del piru-
vato proveniente de la glucólisis. La reacción anterior es seguida por ciclos 
de adición descarboxilativa de malonil-CoA a unidades acilo y β-reducción, 
catalizados por el sistema ácido graso sintetasa, hasta producir moléculas de 
16C y 18C saturadas (Fig. 15. 2).
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Figura 15. 2. Síntesis de lípidos por microalgas (Adaptado de (Garibay Hernández et al., 
2009). *Reacción 1: El Acetil-CoA entra al ciclo como sustrato para la enzima ACCasa y se 
obtiene el Malonil-CoA. Reacción 2: es catalizada la conversión de Malonil-CoA a Malonil-

ACP por la Malonil-CoA: ACP tranferasa (el Malonil-CoA es la molécula donadora de 
carbón en las siguientes reacciones de elongación). Reacción 3: descarboxilación del Malonil-
CoA y la condensación con el Acetil-CoA. Reacción 4: reducción del 3-Cetobutiril-ACP por 
la 3-cetoacil-ACP reductasa. Reacción 5: deshidratación para la obtención de una instaura-

ción en el carbono α por la enzima 3-hidroxiacil-ACP deshidratasa. Reacción 6: reducción de 
la doble ligadura por la enoil-ACP reductasa. Reacción 7: ciclo de elongación (repetición del 

paso 3 al 6) hasta la obtención de ácidos grasos saturados de 16C o 18C o ambos.

El ácido palmítico (C16:0) y el ácido oleico (C18:1ω9) son los precursores 
de los ácidos grasos poliinsaturados, a su vez producidas mediante mecanis-
mos de desaturación aerobia y elongación (Fig. 15. 3). Por su parte, se sugiere 
que la biosíntesis de triacilglicéridos en microalgas ocurre en el citosol y en el 

H3C C
S CoA

Malonil-CoA

Acetil-CoA

Malonil-ACP

3-Cetobutiril-ACP 3-Hidroxibutiril-ACP

ATP+HCO3-

O

H2

CCC
S CoA

OO

O –

H2

CCC

CO2

S ACP

OO

H2 H2

H3C CCC S ACP H3C

H2O

CCC S ACP

OO OOH

H2

H3C CCC S ACP

OH

H2

CO2

H2

H3C CCC S ACP

O

H2

O

R CCC S ACP

O

O –

Acetil-CoA

NADPH + H+

NADPH + H+

NADP+

NADP+

18:0-ACP

16:0-ACP

Butiril-ACP

Malonil-ACP

Ciclos continuos

3-Cetoacil-ACP

Trans-   3-Butenol-ACP

1

2

3

4 5

6

7



432

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

retículo endoplásmico, esencialmente a través de la catálisis por acil-transfe-
rasas que realizan el traslado secuencial de ácidos grasos a las posiciones 1, 2 
y 3 del glicerol-3-fosfato, donde antes de la última transferencia, se requiere 
de la desfosforilación del ácido fosfatídico previamente formado, lo cual se ve 
representado en la Figura 15.4.

Figura 15.3. Biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados en algas eucariotas (Adaptado de 
Harwood y Guschina, 2009).
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Figura 15.4. Biosíntesis de lípidos. En términos generales, en el sistema fotosintético a partir 
de la energía proporcionada por los fotones presentes en el flujo luminoso, se lleva a cabo la 
oxidación catalítica del agua con la consecuente formación de protones, electrones y O2, los 

cuales a su vez posibilitan la obtención de los productos fotosintéticos: ATP y NADPH. Estos 
productos fotosintéticos son el sustrato del Ciclo de Calvin en el cual el CO2 es fijado en mo-
léculas de 3 átomos de Carbono (3C), las cuales a su vez son asimiladas como carbohidratos, 
lípidos y proteínas. En el caso particular de los lípidos de microalgas, las moléculas de 3C son 
transformadas a piruvato y acetil-CoA en el cloroplasto, donde las moléculas de acetil-CoA 
son carboxiladas y sometidas a numerosos ciclos de adición descarboxilativa y β-reducción 
para la síntesis de novo de ácidos grasos (grupos acilo: Acil-ACP). El mecanismo de trans-
porte de ácidos grasos al exterior del citoplasma se desconoce. Posteriormente,  los ácidos 

grasos son secuencialmente transferidos a las posiciones 1, 2 y 3 del glicerol-3-fosfato, donde 
algunos intermediarios son desviados hacia la síntesis de lípidos de membrana (Tomado de 

Garibay Hernández et al., 2009).
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Condiciones para estimular la producción de lípidos 

Se han llevado a cabo distintas estrategias para que las microalgas produz-
can una mayor cantidad de lípidos, de las cuales la limitación de nitrógeno es 
considerada como la más eficiente para incrementar el contenido de lípidos 
neutros en las microalgas, en particular la de TAGs conformados por ácidos 
grasos con un elevado grado de saturación. 

La adaptación de las microalgas a la limitación de nutrientes se caracte-
riza por la manifestación de respuestas específicas para el elemento limitado 
(inducción de sistemas de transporte de alta afinidad y de la síntesis de enzi-
mas hidrolíticas para la liberación intra- o extracelular del nutriente), además 
de respuestas generales tales como cambios morfológicos, cese de la división 
celular, alteraciones en la permeabilidad de las membranas, acumulación 
de lípidos y/o polisacáridos, reducción de la actividad fotosintética y modi-
ficación de procesos metabólicos. Respuestas similares son inducidas por la 
deficiencia de fósforo, azufre y silicio, siendo el efecto de este último especí-
fico para las diatomeas. Asimismo, la disponibilidad de hierro influye en el 
contenido oleaginoso, aunque el mecanismo aún se desconoce. Sin embargo, 
el comportamiento de las microalgas ante la limitación de nutrientes es con-
siderablemente variable y, por tanto, no es posible establecer una tendencia 
generalizada entre las especies de microalgas.

La acumulación de lípidos en especies oleaginosas, a pesar de la ate-
nuación de la división celular, es consecuencia de la asimilación continua de 
carbono y su reorientación metabólica hacia la síntesis activa de ácidos grasos. 
Los lípidos bajo tales circunstancias fungen como una reserva de carbono y 
energía, además de proteger al organismo contra el estrés fotooxidativo. 

El pH y la salinidad son otros factores que modifican la síntesis de lípidos 
de diversas microalgas. Sin embargo, el tipo y cantidad de lípidos producidos 
también dependen de la especie y de la magnitud del cambio de estas varia-
bles. La intensidad luminosa es otra condición que modifica sustancialmente 
la acumulación de TAGs en las microalgas. Altas intensidades, inducen la pro-
ducción de ácidos grasos con un elevado perfil de saturación, mientras que 
intensidades bajas, promueven la síntesis de lípidos polares altamente insatu-
rados. A continuación, se detallan las estrategias mencionadas.
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Limitación de nutrientes

Las microalgas son capaces de subsistir en condiciones ambientales extremas 
ya que son capaces de alterar su patrón metabólico para adaptarse a diversos 
entornos. Macronutrientes como nitrógeno (N), fósforo (P) y azufre (S) son 
componentes esenciales para un correcto funcionamiento del mecanismo ce-
lular. Por ejemplo, el nitrógeno (N) es esencial en la producción de lípidos y 
forma parte de catalizadores e intermediarios del metabolismo primario de las 
microalgas; se encuentra en aminoácidos, en nucleótidos (incluyendo ADP/
ATP y NADP+/NADPH), en vitaminas, clorofilas y ficobilinas cromóforas, así 
como en compuestos involucrados en la remoción de especies oxígeno-reac-
tivas como el glutation. El fósforo (P) desempeña un papel determinante en el 
crecimiento y eco-fisiología de las microalgas, es el suministro de energía en 
reacciones de señalización y es un elemento base para la construcción de ácidos 
nucleicos y de membranas lipídicas. La presencia de azufre (S) en microalgas 
es fundamental en compuestos estructurales (cisteína, metionina y sulfolípi-
dos) y funcionales (glutation, vitaminas y cofactores). Micronutrientes como 
hierro (Fe), manganeso (Mn), cobre (Cu), zinc (Zn), níquel (Ni), magnesio 
(Mg), calcio (Ca) y potasio (K) son importantes en reacciones redox, ácido-
base y en la transmisión y almacenamiento de información y energía dentro 
de la célula. 

La producción de lípidos en microalgas es afectada significativamente por 
la disponibilidad de nutrientes, cuando se someten a condiciones limitadas de 
éstos, la división celular decrece, pero la actividad biosintética de lípidos se 
mantiene e inclusive aumenta en algunas especies. Conforme el crecimiento 
celular de las microalgas disminuye, la síntesis de compuestos de membrana 
ya no es requerida y se promueve la conversión de ácidos grasos a TAGs como 
productos de almacenamiento de carbono y energía, en respuesta a las condi-
ciones de estrés. 

Déficit de nitrógeno 

La limitación de N conduce a una acumulación de lípidos en diferentes es-
pecies de microalgas (Tabla 15.1). Al disminuir la proporción celular, en la 
membrana del tilacoide, se activa la acil hidrolasa y se estimula la hidrólisis 
de fosfolípidos; lo cual, en conjunto, aumenta la fracción intracelular de áci-
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dos grasos de acil-CoA. Esta deficiencia de N también activa la diacilglicerol 
aciltransferasa (DGAT), que cataliza la conversión de la acil-CoA a TAG como 
mecanismo de defensa a las condiciones de estrés. 

Diversos estudios han evaluado el efecto de diferentes condiciones de 
cultivo en microalgas con el propósito de inducir mayores productividades li-
pídicas. Se ha reportado que la temperatura (variando entre 20 y 30° C) y la 
concentración de N (entre 7 y 70 mg L-1) afectan la productividad de lípidos y la 
composición de ácidos grasos en tres cepas de Chlorella. En general, se reporta 
la mayor productividad en cultivos con 3% de N y con temperaturas elevadas.  

Tabla 15.1. Producción de lípidos en microalgas por estrés bajo deficiencia de N (N-).

Microalga
Cepa/especie Lípidos obtenidos *N+ Lípidos obtenidos **N- Referencia

S. rotundus 29.2 ± 1.65 % 41.46 ± 1.94 % (Dixit et al., 2020)
S. abundans 31.4 % 48.12 % (Rai y Gupta, 2017)
N. salina 33.0 % 56.1 % (Fakhry y El Maghraby, 2015)
N. oculata 22-29 % 49.7 % (Millán-Oropeza et al., 2015)
D. salina 6-25 % 54.15 ± 2.71 % (Gao et al., 2013)
C. vulgaris 18-20 % 53 % (Mujtaba et al., 2012)
C. zofingiensis 27.3 % 54.5 % (Feng et al., 2011)

* N+: cultivos de microalgas sin deficiencia de N. 
**N-: cultivos de microalgas con deficiencia de N

Después del hidrógeno (H), C y oxígeno (O), el N es uno de los compo-
nentes más abundantes en las células fotosintéticas. Las formas más comunes 
de N inorgánico utilizadas por las microalgas son nitrato (NO3

-), amonio 
(NH4

+) y ocasionalmente nitrito (NO2
-), aunque es el NO3

- la forma preferida 
como fuente de N para la mayoría de las microalgas. Estudios en Scenedesmus 
rotundus MG910488 indican que una concentración de 3.5 mM induce el ma-
yor porcentaje de lípidos, alcanzando hasta un 41%, mientras que la menor 
acumulación de lípidos (29%) se registró con la concentración de17.6 mM de 
NaNO3, mostrando que el estrés por deficiencia de N es una estrategia efectiva 
para aumentar la producción de lípidos en microalgas.
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Déficit de fósforo 

El fósforo es un nutriente crucial para todas las formas de vida, su rol princi-
pal lo encontramos en los ácidos nucleicos haciendo del fósforo esencial en 
la expresión y almacenamiento de la información genética. Generalmente, las 
concentraciones de fosfatos orgánicos en el agua exceden las de los fosfatos in-
orgánicos, no obstante, el dihidrógeno fosfato (H2PO4

-) y el hidrógeno fosfato 
(HPO4

-2) son las formas de fósforo que las microalgas absorben más fácilmente. 
La limitación de fósforo en microalgas provoca daños en el crecimien-

to y división celular. La ausencia de fósforo también reduce drásticamente la 
síntesis de fosfolípidos, lo que promueve la producción de sulfolípidos, lípi-
dos de betaína y glucolípidos sin fósforo, además de la síntesis de TAG. Se ha 
reportado una acumulación mejorada de lípidos bajo limitación de fósforo 
en diferentes especies de microalgas (Tabla 15.2). En cultivos de Chorella sp. 
sometidos a bajas concentraciones de fósforo (32 µM), se ha observado un 
incremento en la productividad y el contenido de lípidos totales.

Los ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) son ácidos grasos esen-
ciales para el desarrollo de organismos marinos y muy apreciados por su 
efecto biológico en la salud humana, en esta categoría se encuentran los áci-
dos eicosapentaenoico (EPA, 20:5 ω3), docosahexaenoico (DHA, 22:6 ω3) y 
araquidónico (AA, 20:4 ω6) que han sido utilizados para el tratamiento de 
enfermedades del corazón, cáncer, artritis, degeneración muscular, etc. La li-
mitación de fósforo es una estrategia que puede ser utilizada para producir 
PUFAs a escala industrial; esto se ha demostrado en el alga roja Porphyridium 
purpureum, en donde se ha reportado un aumento significativo en la produc-
ción de ácidos grasos, aminoácidos y EPA a bajas concentraciones de fósforo.

Tabla 15.2. Producción de lípidos en microalgas por estrés bajo deficiencia de P.

Microalga
Cepa/especie Ausencia/Limitación de P Lípidos obtenidos Referencia

Monodus subterraneus Ausencia 39.3 % de TAGs (Khozin-Goldberg 
y Cohen, 2006)

Scenedesmus sp. Ausencia 53 % de lípidos totales (Xin et al., 2010)
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Si bien, la limitación de fósforo en cultivos de diversas cepas de microalgas 
genera una mayor acumulación de lípidos, también es cierto que en algunas 
otras cepas el comportamiento es opuesto, un ejemplo de lo anterior se obser-
vó en las microalgas Nannochloris atomus (Chlorophyceae) y Tetraselmis sp. 
(Prasinophyceae) que disminuyeron su producción de lípidos al someterse a 
bajas concentraciones de P.

Déficit de azufre

El azufre es uno de los elementos principales de las microalgas, frecuente-
mente es absorbido y asimilado como sulfato (SO4

-2) que es la forma más 
abundante de S inorgánico en la naturaleza, aunque también puede asimilarse 
a partir de fuentes orgánicas en forma de sulfuro (S-2). Desempeña un papel 
muy importante en la cadena transportadora de electrones, en la biosíntesis de 
proteínas y en el metabolismo de lípidos. 

Se ha demostrado que la deficiencia nutritiva de S afecta el volumen y 
crecimiento celular en microalgas, sin embargo, la respuesta a esta condición 
es un aumento en la síntesis de ácidos grasos, pigmentos y carbohidratos. Es-
tudios con cultivos de C. vulgaris crecida en medio con S limitado y a pH 
distintos (5.0-8.0) indican que las variaciones en el pH no afectan significati-
vamente la composición de ácidos grasos, sin embargo, en la deficiencia de S 
a pH = 7.5, se produce una mayor acumulación de lípidos totales (53%). En 
cultivos de Dunalliela salina privados de S se reportó un incremento en la pro-
ducción de β-caroteno en más del doble (de 6.7 mg L1 a 15 mg L-1), comparado 
con los cultivos en medios suplementados con azufre.

El efecto del aumento en la síntesis de lípidos por limitación o ausencia 
de azufre puede explicarse, al menos en Chlamydomonas reinhardtii por una 
represión en la síntesis de proteínas y un efecto simultáneo de sobre-expresión 
de genes involucrados en la síntesis de lípidos y una desviación del flujo meta-
bólico de C hacia la síntesis de TAGs.

Otros ejemplos de la deficiencia o privación de S en cultivos de microal-
gas con relación a la producción de lípidos se muestran en la Tabla 15.3. Se 
puede observar que el comportamiento en diversas cepas y especies bajo la 
deficiencia/ausencia de S es similar en el aspecto de que existe un aumento 
general en la síntesis de lípidos totales. Esta estrategia, también ha mostrado 
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ser eficiente, si se pretende obtener una mayor síntesis de carbohidratos im-
portantes para la generación de bioetanol.

Tabla 15.3. Producción de lípidos en microalgas por estrés bajo deficiencia de S.

Microalga
Cepa/especie

Ausencia/Limitación 
de P Lípidos obtenidos Referencia

P. kessleri Ausencia Incremento 
en lípidos totales (Yamazaki et al., 2018)

C. vulgaris Limitación 53.43 ± 3.93 % (Sakarika y Kornaros, 2017)
C. reinhardtii Limitación 36.98 % (Morowvat y Ghasemi, 2016)
Coccomyxa sp. Limitación 13.0 % (Ruiz-Domínguez et al., 2015)

C. vulgaris, C. 
sorokiniana, C. 
lobophora, y P. 
kessleri

Limitación

En C. vulgaris, C. sorokiniana 
y C. lobophora los lípidos 
aumentaron entre 1.5 a 2.4 veces 
su producción. En P. kessleri el 
aumento fue de 24.3 a 59.7.

(Mizuno et al., 2013)

Cambio de temperatura

La temperatura es un factor de estrés que influye en la tasa de crecimiento, la 
productividad neta de lípidos y los perfiles de ácidos grasos (FA, por sus siglas 
en inglés, Fatty Acids) en una amplia gama de especies de microalgas. Se ha re-
portado que se han utilizado temperaturas bajas o altas para modificar el perfil 
lipídico dependiendo de la especie, de manera general se ha observado que los 
niveles de insaturación en los FA aumentan a bajas temperaturas, mientras que 
los FA saturados totales aumentan a altas temperaturas. El nivel de insaturación 
es alto a bajas temperaturas principalmente debido a la mayor concentración de 
oxígeno disuelto (OD), que permite que las enzimas dependientes del oxígeno, 
conocidas como desaturasas ω-3, funcionen apropiadamente.

Se ha reportado que un aumento en la temperatura tiene un efecto po-
sitivo en la fotosíntesis y la división celular. Esta tendencia se explica por la 
mejora de las actividades enzimáticas relacionadas con el ciclo de Calvin. 
Debido al estrés térmico se pueden ver afectadas las funcionalidades de las 
enzimas (inactivación o desnaturalización) o modificar las proteínas que es-
tán involucradas en los procesos fotosintéticos. Las altas temperaturas pueden 
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causar condiciones de estrés que modifiquen el equilibrio de energía y aumen-
te la producción de radicales libres en exceso. Con el fin de contrarrestar el 
efecto de estos compuestos dañinos y asegurar el crecimiento, las microalgas 
son capaces de generar moléculas adicionales con propiedades antioxidantes. 
Los pigmentos como el β-caroteno, son capaces de contrarrestar la sobrepro-
ducción de los radicales libres. 

En Chlorella vulgaris, una disminución de temperatura de 30 a 25 °C au-
menta el contenido de lípidos en 2.5 veces sin afectar la tasa de crecimiento. Una 
tendencia similar se ha observado en Scenedesmus sp, donde una disminución 
de la temperatura de 25 a 20 °C aumenta el contenido de lípidos en 1.7 veces con 
un ligero efecto sobre la tasa de crecimiento, mientras que en Nannochloropsis 
oculata, la productividad de lípidos parece no depender de la temperatura. 

En las microalgas Scenedesmus acutus, Nannochloropsis oculata y Chlorella 
vulgaris también se ha evaluado el efecto de la temperatura en la acumula-
ción de lípidos. Se ha reportado que S. acutus acumula una mayor cantidad de 
lípidos (22%) a una de temperatura de 38 °C, mientras que en la misma tem-
peratura N. oculata acumula un 15.7 % de lípidos, por otra parte C. vulgaris a 
una temperatura de 30 °C acumula hasta un 11% de lípidos.

En la Tabla 15.4 se describen algunas especies de microalgas en las que se 
evaluó el efecto del cambio de temperatura en la composición lipídica, lo que 
demuestra el interés por conocer la factibilidad de utilizar microalgas para la 
obtención de lípidos destinados a la producción de biodiésel.

Tabla 15.4. Inducción de lípidos en microalgas utilizando diferentes temperaturas 
(Modificado de Sharma et al. (2012).

Microalga Condición de estrés
por temperatura Contenido de lípidos

Rhodomonas sp.
Cryptomonas sp.
Isochrysis sp.

Rango de 27 °C a 30 °C Aumento de un 15.5, 12.7 y 21.7 % 
respectivamente en lípidos totales.

Nannochloropsis oculata Aumento de 20 °C a 25 °C Aumento de un 14.92 % de lípidos totales.
Chlorella ellipsoidea Disminución de temperatura Incremento de ácidos grasos insaturados.
Nannochloropsis salina Aumento de temperatura Aumento de los lípidos totales.
Dunaliella salina Cambio de 30 °C a 12 °C Aumento de los lípidos insaturados.
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Microalga Condición de estrés
por temperatura Contenido de lípidos

Ochromonas danica Aumento de 15 °C a 30 °C Aumento de los lípidos totales.
Selenastrum capricornutum Cambio de 25 °C a 10 °C Aumento en la cantidad de ácido oleico

Phaeodactylum tricornutum Cambio de 25 °C a 10 °C 
durante 12 h

Rendimientos más altos de ácidos grasos 
poliinsaturados y ácido eicosapentaenoico

Spirulina platensis, Chlorella
vulgaris, Botryococcus
braunii

Aumento de temperatura Ácidos grasos saturados aumentados

Intensidad de luz y longitud de onda irradiante  

Se ha reportado que el crecimiento de las microalgas bajo diferentes inten-
sidades de luz y longitudes de onda ha dado como resultado cambios en el 
metabolismo de éstas alterando los perfiles lipídicos. A bajas intensidades 
de luz se induce a la formación de lípidos anfipáticos particularmente lípi-
dos de membrana asociados con el cloroplasto (fosfolípidos y glucolípidos), 
sin embargo, el crecimiento es limitado; mientras que a altas intensidades de 
luz decrece el contenido de estos lípidos anfipáticos con un simultáneo incre-
mento en la cantidad de lípidos neutrales de almacenamiento, principalmente 
triglicéridos (TAGs), no obstante, esto puede provocar foto-oxidación y foto-
inhibición. Para evitar esto, es necesario optimizar la cantidad de luz emitida 
al cultivo para obtener un crecimiento adecuado y al mismo tiempo provocar 
la formación de TAGs.

Bajo estrés por alta intensidad de luz, el exceso de electrones de la cadena 
de transporte fotosintética puede inducir un exceso de producción de especies 
reactivas de oxígeno, esto puede causar la inhibición de la fotosíntesis y daño 
a la membrana. La formación de ácidos grasos de cadena larga como el C18 
puede consumir aproximadamente 24 NADPH de la cadena de transporte de 
electrones, que es el doble requerido para la síntesis de carbohidratos y pro-
teínas, y por lo tanto relaja la cadena de transporte de electrones bajo estas 
condiciones. Por lo anterior se puede concluir que la producción de TAGs 
bajo condiciones de alta intensidad de luz se puede deber a un mecanismo de 
protección para la célula. Los aceptores de electrones utilizados por el proceso 
de fotosíntesis podrían agotarse y esto llevaría a sintetizar ácidos grasos que 
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a su vez, se almacenan como TAGs, lo cual potencialmente ayuda a la célula 
para generar aceptores de electrones. Además, se sabe que la síntesis de TAGs 
está coordinada junto con la producción de carotenoides en algas. Las mo-
léculas de la vía de los carotenoides como β carotenos, luteína y astaxantina 
están esterificados con los TAGs y secuestrados dentro de los cuerpos lipídi-
cos. La distribución periférica de los cuerpos lipídicos ricos en carotenoides 
sirve como protectores para prevenir o reducir un exceso de luz que incide 
sobre el cloroplasto bajo estrés.

Por otro lado, las microalgas no aprovechan en su totalidad la radiación 
solar durante la fotosíntesis, sólo es útil el espectro comprendido entre los 
400 y 700 nm de longitud de onda denominada “radiación fotosintéticamente 
activa”, región que representa el 42.3% del total de radiación recibida (Fig. 15. 
5). La energía promedio de los fotones comprendidos en este rango es de 218 
kJ calculando una eficiencia fotosintética máxima para microalgas de 7.6% 
respecto a la radiación solar total, valor que es superior al de las plantas C3 
(2.4-4.3%) y C4 (1.3-3.7%).

Figura 15. 5. Espectro electromagnético y radiación fotosintéticamente activa 
para las microalgas.

Se han estudiado diversos tipos de microalgas crecidas bajo diferentes 
longitudes de onda, entre los que destacan la luz roja (600-700 nm) y azul 
(400-500 nm), demostrando que la velocidad de crecimiento, el crecimiento 
celular y el contenido lipídico aumentan; en Botryococcus braunii la luz roja 
a 660 nm muestra una mejor eficiencia en el crecimiento, en la fijación del 
CO2 y en la producción de hidrocarbonos; bajo estrés por la luz azul (475 nm) 
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Chlorella vulgaris aumenta su velocidad de crecimiento y la productividad de 
biomasa en 14 días mientras que la luz roja (650 nm) y verde (510 nm) no 
fueron favorables. Bajo el crecimiento en luz azul (457 nm) usando lámparas 
LEDs, las microalgas marinas Nannochloropsis sp. y Tetraselmis sp. aumenta-
ron su velocidad de crecimiento y su producción de ácidos grasos saturados 
comparados con el estrés de luz roja (660 nm), roja-azul y luz blanca. 

Chlamydomonas reinhardtii contiene clorofila a y b asociadas a pigmentos, 
las cuales absorben principalmente en las regiones azul y rojo del espectro. Se 
conoce la existencia de un receptor de luz azul en C. reinhardtii que controla 
la producción de algunas enzimas esenciales que desencadenan varias etapas 
en la reproducción y en la formación de gametos. Esto ha sugerido que tam-
bién existe un receptor de luz roja pero no se ha encontrado aún, a pesar de eso 
se ha encontrado que la luz roja está ligada a genes de regulación y desarrollo, 
mientras que tiene un papel menor en la formación de gametos. En esta misma 
microalga se han realizado estudios para conocer el efecto que tienen la luz roja 
y azul en el crecimiento, usando un sistema con láser individual y combinado a 
655 nm (rojo), 680 nm (rojo), 655 nm + 474 nm (rojo-azul) y 680 nm + 474 nm 
(rojo-azul); se ha demostrado que el crecimiento y la división celular no son fa-
vorecidas bajo estas longitudes de onda específicas y solo se logró un incremento 
en la velocidad de crecimiento y de división celular bajo una combinación de luz 
roja y azul. De la misma manera, se ha estudiado el potencial de C. reinhardtii 
para acumular lípidos bajo luz blanca (400-700 nm), roja (650 nm) y verde (550 
nm), encontrándose que la luz roja muestra un efecto positivo en el crecimiento 
de la microalga, el contenido de clorofila y en la cantidad de lípidos en compara-
ción con los cultivos crecidos bajo luz blanca y verde.

Algunos procesos implicados en el crecimiento de la microalga son afec-
tados por la intensidad de luz como la fotoadaptación y fotoaclimatación los 
cuales conducen a cambios en las propiedades celulares de acuerdo con la dis-
ponibilidad de la luz y al aumento en la eficiencia fotosintética. La adaptación 
puede ocurrir a través de múltiples mecanismos como cambios en los tipos y 
cantidades de pigmentos, tasa de crecimiento, tasa de respiración oscura o la 
disponibilidad de ácidos grasos esenciales. La fotoaclimatación morfológica 
está acompañada por cambios en el número y volumen celular, así como en 
la densidad de las membranas tilacoideas. Estos resultados evidencian que no 
todas las especies de microalgas presentan el mismo comportamiento, ya que 
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además de la intensidad y longitud de onda, existen otros factores que pueden 
afectar los resultados.

Cambio de pH

Durante el crecimiento de microalgas, el pH del medio juega un papel impor-
tante ya que puede cambiar no solo la distribución de las especies de dióxido 
de carbono (Fig. 15. 6), sino también la disponibilidad de los metales traza y 
nutrientes esenciales para su crecimiento, así como la producción de clorofila. 
Se ha reportado que C. reinhardtii requiere un pH citosólico entre 7 y 7.5 para 
que sus orgánulos y otros procesos internos funcionen apropiadamente. Para 
mantener este pH citosólico, las proteínas de membrana utilizan ATP para 
evitar que en el entorno externo se genere un gradiente de H+ y este pueda ser 
internalizado a la célula. Bajo condiciones ácidas externas se consume ATP 
adicional para mantener el pH citosólico de 7; por lo tanto, C. reinhardtii es 
energéticamente menos eficiente en ambientes ácidos. A medida que se agota 
el ATP, hay menos energía para el crecimiento y la reproducción celular. 

Figura 15. 6. Distribución del carbono por efecto del pH en Chlamydomonas reinhardtii. AC: 
Anhidrasa carbónica. 
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Se ha reportado que la acumulación de lípidos se maximiza cuando las 
células de C. reinhardtii están estresadas por cambios de pH, aunque su creci-
miento es más lento, el almacenamiento de energía en forma de TAGs es mayor. 
En C. reinhardtii se ha evaluado el contenido de clorofila y de lípidos totales 
bajo pH diferentes (7, 7.8 y 8.5). A pH de 7.8 se ha observado un incremento en 
el crecimiento celular y una acumulación significativa de clorofila respecto al 
cultivo crecido a pH de 7.0 (control), mientras que a pH de 8.5 se registró una 
fuerte disminución en ambos parámetros en comparación con los otros valores 
de pH analizados. Con relación a los lípidos, el contenido aumento 3 y 2.3 veces 
más a pH 7.8 y 8.5, respectivamente, en comparación con el cultivo a pH 7. Los 
resultados sugieren que para C. reinhardtii, un pH de 7.8 podría ser el óptimo 
para maximizar el crecimiento y la acumulación de lípidos.

Resultados similares se han observado utilizando otras microalgas, por 
ejemplo, en Nannochloropsis salina también se ha estudiado la influencia del 
pH en el crecimiento celular y la acumulación de lípidos. De los valores de pH 
analizados (5, 6, 7, 8, 9 y 10) fue a pH 8 en donde se encontró una acumulación 
máxima de lípidos. Por otro lado, se ha reportado que la relación entre la con-
centración de nitrógeno y pH influye en la producción de biomasa y lípidos en 
los cultivos de Chlorella sp. y Dunaliella salina. En este estudio se reportó que 
Chlorella sp. crece mejor a pH 7.5 con una concentración inicial de nitrógeno 
de 0.1 mg L-1, mientras que Dunaliella salina presentó mayor crecimiento a pH 
8.5 sin afectar la concentración de nitrógeno utilizada. 

De la misma manera, Chlorella vulgaris se ha crecido en cultivos bajo 
limitación de azufre a diferentes pH (3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 9.5 y 
11.0), los resultados indicaron que esta microalga es capaz de crecer a pH de 
5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0 alcanzando la máxima productividad de biomasa a 
pH superior a 7; sin embargo, el cultivo a pH 7.5 alcanzó la mayor acumula-
ción de lípidos (53%) mientras que a pH 8.0 el contenido de lípidos se redujo 
a 33%, se ha indicado también que la composición de ácidos grasos no está 
relacionada con el pH.

De la misma manera, la microalga Scenedesmus abundans fue crecida a 5 
pH diferentes (5, 6, 7, 8 y 9) y 4 concentraciones iniciales de fosfato. A pH 8 se 
registró la mayor productividad de biomasa y de lípidos (26%), mientras que 
a pH 5 se redujo el contenido a 12%. Aunque el fosfato no mostró un efecto 
significativo en el crecimiento de la microalga, si causó una alteración en el 
perfil de FA. Estos estudios permiten comprender que incluso cuando se mo-
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difican los mismos parámetros de crecimiento en un cultivo de microalgas, no 
se puede predecir un comportamiento general.

Uso de reguladores de crecimiento

Tradicionalmente, las hormonas vegetales y los reguladores sintéticos del 
crecimiento de las plantas se han considerado herramientas valiosas para 
dilucidar las respuestas fisiológicas de las plantas a los cambios ambientales. 
Además, su uso puede extenderse al campo de la producción de algas o mi-
croalgas para mejorar la viabilidad potencial de las aplicaciones comerciales 
de la producción de biomasa renovable. Puede ser posible reducir los costos 
de producción por tonelada de biomasa producida, aumentando así la ren-
tabilidad de las industrias que producen algas para biocombustibles. Varios 
reguladores del crecimiento vegetal (RCs) tales como el ácido salicílico (SA), 
ácido 1-naftalenacetico (NAA), giberelina A3 (GA3), el ácido jasmónico (JA), 
entre otros, han sido investigados por sus efectos sobre el crecimiento de las 
microalgas en la última década.

Las auxinas desempeñan un papel versátil en el crecimiento y en el meta-
bolismo de las microalgas; incluso concentraciones muy pequeñas de auxinas 
pueden estimular el crecimiento, la producción de biomasa y la biosíntesis 
de biomoléculas. Se han identificado diversas concentraciones de ácido in-
dolacético (AIA) o sus derivados en extractos de microalgas y sobrenadantes, 
que presentan efectos estimulantes e inhibidores sobre el crecimiento y el me-
tabolismo de microalgas. Se plantea la hipótesis de que las auxinas pueden 
promover el crecimiento al estimular la actividad fotosintética al incrementar 
el contenido de clorofila y activar los sistemas redox celulares.

Las citoquininas (CK) son derivados de adenina y adenosina, descubiertos 
a mediados del siglo XX. El tipo cis-zeatina es la citoquinina predominante en 
las microalgas. También se ha descubierto que las CK desempeñan un papel 
clave en los procesos biológicos de las microalgas, incluida la inducción de la di-
visión celular, la estimulación de los procesos de crecimiento y el aumento de la 
actividad fotosintética. En condiciones adversas, las CK de microalgas tienen un 
efecto protector sobre las actividades fisiológicas, especialmente la fotosíntesis.

El ácido acetilsalicílico fue sintetizado a partir del ácido salicílico; el ácido 
salicílico (SA) es un miembro de una clase de pequeñas moléculas fenólicas en 
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plantas que se definieron como un anillo aromático sustituido con un grupo 
hidroxilo o sus derivados. Se ha especulado que algunos ácidos fenólicos fun-
cionan como reguladores del crecimiento cuando se aplican a las microalgas.

En C. vulgaris FACHB-9 se ha evaluado el efecto de diferentes concen-
traciones de ocho reguladores de crecimiento (RCs): (SA, NAA, GA3, 6-bencil 
aminopurina (6-BA), 2,4 epibrasinólido (EBR), ácido abscísico (ABA), etefón 
(ETH) y espermidina (SPD) en la acumulación de lípidos, ácidos grasos po-
liinsaturados, proteínas y carotenoides en la microalga, también se evaluó la 
expresión transcripcional de algunos genes implicados en la síntesis de FA con 
la finalidad de comprender el mecanismo molecular de la bioacumulación de 
lípidos. Los resultados indicaron que los RCs son útiles para inducir la acumu-
lación de lípidos en esta microalga, además de proteínas solubles, carotenoides 
y PUFAs. Se encontró también que ABA es el RC más efectivo para aumentar 
el contenido total de lípidos y la productividad de estos hasta en 3 y 2 veces 
más respectivamente, en comparación con los controles. Los tratamientos con 
6-BA, NAA, ABA y ETH provocaron que las células de C. vulgaris acumula-
ran PUFAs, especialmente Ácido Linoleico (LNA), Ácido docosahexaenoico 
(DHA), Ácido araquidónico (ARA) y Ácido eicosapentaenoico (EPA). Similar 
a los lípidos, la acumulación de carotenoides también se indujo en las células 
de C. vulgaris con todos los RCs utilizados, excepto el ABA. Por el contrario, 
solo el SA fue efectiva para inducir la acumulación de proteínas.

En la Tabla 15.5 se resumen los efectos de los reguladores en el crecimien-
to y los bioproductos que se obtienen de las distintas microalgas evaluadas.
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Tabla 15.5. Efectos de los reguladores de crecimiento en microalgas 
(Modificado de Han et al., 2018)

Regulador de 
crecimiento Microalga Efecto

Ácido Indolacético Scenedesmus 
quadricauda

Aumento en el crecimiento celular, producción de 
biomasa, biosíntesis de pigmentos (clorofila a y 
carotenoides totales) y en la biosíntesis de ácidos grasos.

Ácido Indolacético Scenedesmus
obliquus

Aumento el crecimiento 1.9 veces respecto al control, 
aumento de ácidos grasos (ácidos palmítico, oleico, 
linoleico y α-linolénico).

Ácido Abscísico Chlorella
saccharophila Aumento de lípidos, principalmente de triacilgicéridos.

Bencil- aminopurina 
y Kinetina

Chlorella
protothecoides

Aumento en la producción de biomasa y la síntesis de 
lípidos (particularmente ácido α-Linoleico).

Ácido Giberélico 
(GA3)

Chlorella 
pyrenoldosa

Aumento en el crecimiento celular, aumento en el 
contenido y la productividad lipídica.

Chlorella 
ellipsoidea

Mejora en la productividad lipídica de hasta 7 veces 
más respecto al control.

Etefón Chlorella 
vulgaris

Incremento en la acumulación de ácidos grasos 
saturados, α-tocoferol, ácido g-aminobutírico, 
asparagina, prolina

Sobreexpresión de genes y factores de transcripción involucrados 
en la biosíntesis de lípidos  

Las estrategias basadas en ingeniería genética proponen la sobreexpresión de 
genes que codifican para enzimas clave en la síntesis de ácidos grasos y TAGs; 
como por ejemplo la sobreexpresión de la enzima acetil-CoA carboxilasa 
(ACCasa) que cataliza la primera reacción limitante en la biosíntesis de ácidos 
grasos al transformar el acetil-CoA en malonil-CoA (Fig. 15. 7). Sin embargo, 
este enfoque no ha tenido mucho éxito en el aumento de las reservas de lípi-
dos ya que el aumento o disminución de la expresión de estas enzimas parece 
provocar “cuellos de botella” en otros pasos de la ruta. Esta estrategia aún se 
encuentra en estudio a fin de lograr identificar las enzimas clave para aumen-
tar estas reservas de energía, descifrando los transcriptomas de las cepas ante 
distintas condiciones de estrés. Sin embargo, existen reportes en los cuales se 
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ha demostrado que la sobreexpresión de las isoformas de la enzima diacilgli-
cerol aciltransferasa (DGAT) tipo 2 inducen un aumento en la cantidad de 
acidos grasos formando gotas lipídicas en el citoplasma cuando la microalga 
se somete a estrés. La  DGAT forma parte de la familia de aciltranferasas y 
juega un papel importante en el metabolismo de los glicerolípidos al participar 
en la fase final de la síntesis de triglicéridos (Fig. 15. 7). 

Figura 15. 7. Biosíntesis de lípidos en microalgas. ACCasa: acetil-CoA carboxilasa; DGAT: 
diacilglicerol aciltransferasa.  

La microalga C. reinhardtti se ha transformado via nuclear sobreexpresan-
do dos isoformas de la enzima DGAT2; de acuerdo a los resultados, las cepas 
transgénicas obtenidas acumulan una mayor cantidad de lípidos, de manera 
particular, la cepa sobreexpresante de la isoforma 3 duplicó la cantidad de lípi-
dos respecto a la cepa sin transformar. Resultado similar se ha reportado para 
la misma microalga, pero transformada con el gen DGAT de Brassica napus, al 
igual que el caso anterior, las cepas transgénicas presentaron un aumento del 
doble en los lípidos neutros totales comparados con la cepa no modificada.
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Sin embargo, se ha sugerido en los últimos años que la regulación de las 
vías metabólicas debe estudiarse en el contexto de toda la célula y no en un 
solo paso de la ruta metabólica. En este sentido, los factores de transcripción 
(TFs) pueden regular la expresión o la actividad de varias enzimas relacionadas 
con los productos deseados. Estos pueden actuar reconociendo y uniéndose a 
secuencias concretas de ADN, reclutando a otros factores o uniéndose directa-
mente a la ARN polimerasa. Este enfoque es más prometedor ya que no solo se 
afecta a una de las proteínas o enzimas, sino a todo el conjunto de proteínas de 
la ruta metabólica evitando así los “cuellos de botella”. Las investigaciones más 
recientes se enfocan en la búsqueda de TFs que regulan la biosíntesis de lípidos 
en microalgas. En años anteriores se han descubierto en plantas los factores de 
transcripción tipo-Dof (DNA-binding-with-one-finger), los cuales están im-
plicados en la ruta de biosíntesis de lípidos en semillas de soya. De manera 
particular, los genes GmDof4 y GmDof11 aumentan la cantidad de lípidos to-
tales en semillas de Arabidopsis transgénicas y aumentan la expresión de genes 
que están asociados con la biosíntesis de ácidos grasos. Este factor de transcrip-
ción también se ha encontrado en otros organismos incluyendo C. reinhardtii. 

La cepa de C. reinhardtii ha sido modificada para sobreexpresar el gen 
GmDof11 que codifica para el factor de transcripción tipo Dof. Los resultados 
indicaron una mayor cantidad de lípidos en las cepas recombinantes respecto 
a la cepa no transformada. También se reportó que la sobreexpresión del TF 
Dof incrementó la expresión de varios genes implicados en la biosíntesis de 
ácidos grasos y glicerolípidos. Estas mismas transformantes se sometieron a 
estrés por inanición de nitrógeno y azufre, ya que se ha reportado que una 
combinación de estrategias (por ejemplo, ingeniería genética y déficit de nu-
trientes) podría incrementar aún más el contenido lipídico. Los resultados 
demostraron que las cepas sobreexpresantes del TF Dof bajo privación de azu-
fre y nitrógeno acumulan 2.6 y 2.7 veces, respectivamente, en relación a la cepa 
sin transformar sometida al mismo tipo de estrés nutricional. Es relevante el 
hecho de que las rutas metabólicas no solo se ven afectadas por el nivel de 
expresión de los factores de transcripción, sino también por las condiciones 
de estrés nutricional. Una estrategia basada en cultivar microalgas sobreex-
presantes de TFs en un medio con concentraciones optimizadas de nutrientes 
podría aumentar el rendimiento de la obtención de lípidos. 

El método de TFs es una tecnología muy prometedora y es probable que 
pueda proporcionar el avance necesario que permita la producción rentable 
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de lípidos de microalgas. Sin embargo, ésta todavía se encuentra en fase inicial 
y el primer paso importante sería identificar varios TFs que regulan la biosín-
tesis de lípidos en microalgas. Otra estrategia que puede ser prometedora es 
la sobreexpresión de más de una enzima clave en la producción de TAGs para 
mejorar la biosíntesis de lípidos.

Aplicaciones de los lípidos producidos en microalgas

Hoy en día es imperativo que, al satisfacer nuestras necesidades de alimentos, 
de transporte y de cuidado de la salud, preservemos nuestro medio ambien-
te, pues es la única manera de vivir saludablemente y garantizar el desarrollo 
de futuras generaciones. Mitigar la contaminación ambiental y tratar de so-
lucionar el problema de la demanda energética mundial, puede lograrse con 
el desarrollo y uso de nuevas fuentes renovables de combustibles que sean 
eficientes y compatibles con la infraestructura actual. Enormes esfuerzos se 
han dedicado a la búsqueda de combustibles alternativos que suplan en menor 
o mayor grado el consumo de combustibles fósiles, en este sentido, los meta-
bolitos de las microalgas, y en particular los lípidos, pueden desplazar parcial 
e incluso totalmente, nuestra dependencia a los combustibles fósiles ya que 
pueden ser convertidos fácilmente en biodiésel por un proceso de transesteri-
ficación. La transesterificación es un proceso catalítico de intercambio de un 
grupo alcoxi de un éster por un alcohol (aceptor de acilo), esto convierte a los 
triglicéridos en ésteres alquílicos de ácidos grasos y glicerol (Fig. 15.8). Este 
proceso también se le conoce también como alcohólisis ya que utiliza alcoho-
les de cadena corta como el etanol y metanol como aceptores de acilo, siendo 
este último el más utilizado comercialmente debido a su bajo costo.

Figura 15.8. Proceso de transesterificación de un aceite (triglicéridos) a biodiésel.
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El aceite de microalgas parece ser el único con el potencial para desplazar 
al diésel convencional. A diferencia de otros cultivos oleaginosos, las microal-
gas crecen extremadamente rápido y algunas son ricas en aceite (Tabla 15. 6). 
Una gran cantidad de microalgas duplican su biomasa en tan sólo 24 h y su 
contenido de aceite puede llegar hasta un 80% en peso de biomasa seca. 

Tabla 15.6. Comparación del rendimiento de aceite microalgal con otras materias primas. 
(Basada en datos publicados por Mata et al. (2010).

Microalga
Cepa/especie

% aceite en peso 
de biomasa

Rendimiento de aceite 
(L / ha /año)

Maíz (Zea mays L.) 44 172

Cáñamo (Cannabis sativa L.) 33 363

Soya (Glycine max L.) 18 636
Jatropa (Jatropha curcas L.) 28 741
Camelina (Camelina sativa L.) 42 915
Canola (Brassica napus L.) 41 974
Girasol (Helianthus annuus L.) 40 1070
Higuerilla (ricinus communis L.) 48 1307
Palma (Elaeis guineensis) 36 5366
Microalgas (contenido bajo de aceite) 30 58,700
Microalgas (contenido medio de aceite) 50 97,800
Microalgas (contenido alto de aceite) 70 136,900

Otra ventaja del diésel obtenido del aceite de microalgas es que es renova-
ble, no tóxico y ecológico; presenta un punto de inflamación más alto, mayor 
biodegradabilidad, mejor número de cetano y emite menos gases de efecto 
invernadero respecto al diésel proveniente de fuentes fósiles. Se han investiga-
do nuevas estrategias para disminuir costos de producción y comercialización 
de este biocombustible, desafortunadamente, el precio de su manufactura por 
técnicas convencionales sigue siendo muy alto como para desplazar por com-
pleto al diésel convencional. 

Además del aceite extraído de microalgas que puede ser útil para elaborar 
el biodiésel, es posible obtener otros bioproductos de interés industrial. Se han 
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reportado numerosos componentes en las microalgas como son: proteínas, 
antioxidantes, clorofilas, carotenoides, ácido fólico, polisacáridos, PUFAs, tri-
glicéridos y vitaminas, que se utilizan comercialmente en diferentes sectores 
industriales (por ejemplo, en alimentos funcionales, nutracéuticos, produc-
tos farmacéuticos, cosméticos, acuicultura, etc.). Los PUFAs de las microalgas 
tienen un mercado biotecnológico muy prometedor, ya que poseen un olor 
mucho menos desagradable que el aceite de pescado y tienen un menor riesgo 
de contaminación por metales, esto se aprovecha para darle un valor agregado 
a la leche y mejorar la nutrición en niños pequeños. 

Se ha publicado que algunas aves de corral han sido alimentadas con mi-
croalgas como Nannochloropsis oceánica para aumentar sus niveles de PUFAs 
en carne y huevos. También se ha reportado la adición de ácido EPA y DHA 
a partir Crypthecodinium cohnii y Schizochytrium en las fórmulas infantiles y 
en el mercado de alimentos saludables. Otro ejemplo, es el de Nutrinova®, una 
empresa alemana que invita a las personas vegetarianas a consumir suplemen-
tos con DHA, debido a que los índices en sangre en personas que lo obtienen 
a través de las plantas es insuficiente. Se ha propuesto que el aceite obtenido a 
partir de microalgas satisface las necesidades básicas de DHA en vegetarianos. 
Martek Biosciences Corporation es una empresa que también ha apostado por 
el aceite de microalgas; a través de una cepa mejorada de Schizochytrium ob-
tienen un aceite (rico en DHA y EPA) con un perfil de ácidos grasos que es 
muy parecido al obtenido por otras fuentes. La empresa Martek® ha solicitado 
la aprobación para su uso en galletas y aceites de cocina (Martek Biosciences 
Corporation 2011). Thrive® es otra empresa que actualmente vende aceite co-
mestible de microalga con un bajo contenido en grasas saturadas (“Thrive® 
culinary oil” 2020).

Con relación a los cosméticos (cremas o lociones), los ácidos grasos 
cumplen una función importante en la piel, intervienen en la pérdida de agua 
trans-epidérmica y en la restauración de la barrera de permeabilidad. Se ha 
reportado también que la astaxantina proveniente de microalgas presenta la 
propiedad de renovar la piel y es capaz de disminuir las arrugas (patas de gallo), 
así mismo disminuye el tamaño de manchas por la edad, mejora la elasticidad y 
textura de la piel y el contenido de humedad de la capa de corneocitos. 

Existen también los llamados marinosomas® (liposomas basados en 
extractos de lípidos de microalgas y otros organismos marinos con altas can-
tidades de PUFAs), éstos están adquiriendo importancia comercial debido a 
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que proporcionan efectos nutritivos y protectores para la piel. Actualmente, se 
siguen investigando otras clases de compuestos derivados de microalgas para 
su aplicación en cosméticos (Tabla 15.7).

Tabla 15.7. Uso potencial de derivados microalgales en cosméticos 
(Basada en datos de Mourelle et al., 2017).

Molécula
bioactiva Microalga/cianobacteria Uso potencial

en cosméticos Referencia

β-carotenos Dunaliella salina Antioxidantes (Hamed, 2016)

Asthaxantina Haematococcus pluvialis Antioxidantes y 
protector solar

(Hamed, 2016; Koller et al., 
2014)

Licopeno Anabaena vaginicola
Antioxidante
Anti-envejecimiento
Pantalla solar

(Hashtroudi et al., 2013; 
Singh et al., 2012)

Escitonemina Cianobacterias marinas Pantalla solar (Takamatsu et al., 2003)
Vitamina E
(α-tocoferol)

Dunaliella tertiolecta, 
Tetraselmis suecica Antioxidante (Carballo-Cárdenas et al., 

2003)

Extractos de 
microalgas

Chlorella vulgaris Reparador de colágeno (Koller et al., 2014)
Scenedesmus vacuolatus, 
Phaeodactylum
Tricornutum y Chlorella 
kessleri

Antioxidantes (Morelli y Scarano, 2004; 
Sabatini et al., 2009)

En la industria alimentaria, los carotenoides de microalgas también tienen 
potenciales aplicaciones. Los carotenoides como el α- y β-caroteno, licopeno, 
β-criptoxantina, zeaxantina y luteína tienen usos comerciales como colorantes 
naturales para alimentos. El β-caroteno reúne dos propiedades importantes: 
es un poderoso antioxidante y a la vez su coloración, que varía desde el rojo 
hasta el amarillo, por lo cual proporciona color natural a la margarina, queso, 
pescado, yema de huevo, zanahorias, jitomates, espinacas melones, peras, etc., 
es por esto que se usa como colorante en frituras, mantequilla para palomitas 
de maíz, en imitaciones de lácteos, gelatinas, dulces, etc. Una de las principales 
ventajas del uso de carotenoides en la industria alimentaria es que tienen un 
impacto positivo en la salud humana, sin embargo, el potencial de las microal-
gas como fuente de colorante para alimentos sigue siendo limitado debido a 
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la termo- y foto-inestabilidad de los pigmentos. Aun así, Dunaliella salina, se 
cultiva como fuente de β-caroteno para utilizarlo como precursor de vitamina 
A, como colorante naranja y como suplemento de vitamina C; la astaxantina 
obtenida a partir de Haematococcus es útil en acuicultura para pigmentar la 
carne de peces, y para la piel de pollo se han utilizado la luteína, zeaxantina y 
cantaxantina. 

Las microalgas tienen numerosos compuestos lipoides que están pre-
sentes actualmente en nutracéuticos, por ejemplo, vtaminas: A (Retinol), D, 
y E (Tocoferol). Sin olvidar también a los ácidos grasos AA (ω6), DHA  (ω3) 
y el EPA. Microalgas como Spirulina, Chlorella, D. salina y Aphanizomenon 
flos-aquae son las cepas más utilizadas para comercializar sus productos. Los 
ácidos grasos de estas microalgas son excelentes para el cuidado de la salud, 
son anticancerígenos, tienen actividad antioxidante y propiedades antivirales 
y antibacterianas, participan en procesos de antiinflamación e inmunomodu-
lación; además, se han observado efectos positivos contra la hiperlipidemia, 
daño por radiación, diabetes, intoxicación por metales pesados y/o toxicidad 
inducida por químicos, en reacciones alérgicas y anemia.

El desarrollo de productos a partir de microalgas tiene un gran poten-
cial, su riqueza en metabolitos biológicamente activos es de vital importancia 
para diversos sectores de la industria y, a medida que la población humana 
continúe creciendo, estos microorganismos serán clave en la búsqueda desen-
frenada de satisfacer la necesidad global de alimentos, energías y nutrición, así 
como en la mejora y conservación del medio ambiente y de la salud.

Protocolo 

En esta sección de describe un protocolo para la cuantificación de lípidos tota-
les, lípidos neutros y saponificación de muestras de microalgas:

Cuantificación de lípidos totales

1.	 Cosechar la biomasa al final de la cinética de crecimiento mediante cen-
trifugación. 

2.	 Dejar secar las muestras por 1 día a 70 °C dentro de una estufa de secado 
y se registrar el peso
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3.	 Añadir 10 mL de metanol absoluto para extraer la clorofila de las mues-
tras y agitar vigorosamente.  

4.	 Centrifugar para remover el sobrenadante con la clorofila.  
5.	 Agregar 5 mL de agua destilada y homogenizar por vortex. 
6.	 Sonicar a una amplitud de 60% por 5 s y reposar por otros 5 s, repetir este 

paso 4 veces. 
7.	 Añadir 10 mL de una mezcla cloroformo-metanol (2:1, v:v), homogeni-

zar por vórtex y reposar por 24 h a -20 °C. 
8.	 Posterior a este tiempo, centrifugar a 4500 rpm por 20 min, transferir la 

fase orgánica a un nuevo tubo. 
9.	 Añadir 5 mL de NaCl 0.9% (w/v) para crear un sistema bifásico, del cual 

se recupera la fase inferior, la cual contiene los lípidos totales.
10.	Centrifugar a 4500 rpm por 10 min para facilitar la separación de la fase 

superior. 
11.	Para eliminar los residuos acuosos, incubar las muestras a 70 °C dentro 

de una estufa de secado hasta la evaporación completa y registrar los pe-
sos obtenidos. 

Saponificación 

Este protocolo describe la saponificación de las muestras para remover los 
restos de clorofila. 

1.	 Añadir 10 mL de una solución de NaOH al 1% a las muestras (lípidos 
extraídos)  e incubar a 70 °C durante 1 hora. 

2.	 Añadir 10 mL de la mezcla cloroformo:metanol (2:1, v/v), y homogenizar 
por vortex.

3.	 Añadir 3 mL de NaCl a 0.9% y agitar vigorosamente para generar 2 fases.
4.	 La fase superior contiene los productos derivados de la separación de la 

clorofila.
Este procedimiento permite realizar una saponificación en presencia de 

NaOH, lo que conlleva a la producción de clorofilina soluble en agua 
y fitol ( los cuales son solubles en fase acuosa y en la fase orgánica (fase 
inferior) se encuentran los lípidos totales. 

5.	 Retirar la fase acuosa y dejar en incubación la fase inferior a 70 °C para 
registrar finalmente el peso de los lípidos totales sin clorofila.
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Cuantificación de lípidos neutros

El Rojo de Nilo es un colorante fluorescente ampliamente utilizado para la 
cuantificación de lípidos neutros en microalgas. Usualmente, la intensidad de 
fluorescencia de las muestras teñidas se correlaciona con el contenido de lípi-
dos neutros utilizando una curva estándar y a partir de esta es posible deducir 
la concentración de lípidos neutros de las muestras desconocidas interpolando 
los valores de intensidad de fluorescencia en la curva. Este protocolo describe 
la cuantificación de lípidos neutros utilizando el colorante Rojo Nilo (método 
modificado de Bertozzini et al. (2011)). 

1.	 Centrifugar las muestras durante 20 minutos a 6000 rpm a temperatura 
ambiente.

2.	 El pellet conseguido se resuspende en 1 mL de medio Bold, para eliminar 
las impurezas presentes durante el crecimiento celular. 

3.	 Tomar 200 µL y depositarlos en un pocillo de una placa de 96 pozos de 
fondo oscuro (realizar en ensayo por triplicado).

4.	 Registrar la lectura de fluorescencia de las muestras utilizando una longi-
tud de onda de Excitación de 525nm y 580–640nm de Emisión. 

5.	 Después de la lectura, añadir 5 µL de Rojo de Nilo (2.5 µg/mL en isopro-
panol) y dejar reposar por 5 min.

6.	 Registrar la lectura de fluorescencia de las muestras utilizando una longi-
tud de onda de Excitación de 525nm y 580–640nm de Emisión. 

7.	 Restar el valor de fluorescencia obtenida después de añadir la solución de 
Rojo de Nilo al valor obtenido de fluorescencia que emiten las muestras 
de cultivo por sí mismas (paso 4) para determinar la fluorescencia de los 
TAGs presentes en las muestras. 

8.	 Haciendo uso de una curva estándar de trioleina, interpolar el resultado 
de fluorescencia obtenida para conocer la concentración de TAGs.

La trioleína es un triacilglicérido (TAG) monoácido. Son simples o mo-
noácidos si contienen solo un tipo de ácido graso, diácido si contienen dos 
tipos de ácidos grasos y triácido si son tres grupos acilos diferentes. Las lon-
gitudes de cadena de los ácidos grasos en los triacilglicéridos que se producen 
de forma natural pueden ser de diferentes longitudes y saturaciones, pero 16, 
18 y 20 carbonos son los más comunes (Bertozzini et al., 2011).
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Para la elaboración de la curva estándar de trioleína en medio basal 
bold se realizó lo siguiente: 

1.	 En todos los puntos de la curva se añadieron 180 mL de medio basal bold
2.	 Dado que la concentración final de trioleína es diferente en cada punto de 

la curva, los volúmenes de trioleína cambiaron en cada punto de acuerdo 
a lo descrito en la Tabla 8. 

Tabla 15.8. Reactivos y volúmenes utilizados para la generación 
de la curva estándar de trioleína

Concentración 
[mg/L]

Medio Bold 
[µL]

Isopropanol 
[µL]

Trioleína 
[µL]

0 180 20 0
1 180 19.8 0.2
2 180 19.6 0.4

3 180 19.4 0.6

4 180 19.2 0.8

5 180 19 1

6 180 18.8 1.2

7 180 18.6 1.4

8 180 18.4 1.6

9 180 18.2 1.8

10 180 18 2

15 180 17 3

20 180 16 4

3.	 Después de preparar la curva, registrar la lectura de fluorescencia de los 
estándares utilizando una longitud de onda de excitación de 525nm y 
580–640nm de emisión. 

4.	 Realizar una regresión lineal para después interpolar en esta curva los 
valores de fluorescencia de las muestras problema.
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Abreviaturas:

% Porciento
°C Grados Celcius
µL microlitro
6-BA  6-bencilaminopurina 
AA Ácido araquidónico
ABA  Ácido abscísico
AC Anhidrasa carbónica
ACCasa Acetil Co-A carboxilasa
ACDP palmitoil desaturasa
ACP proteína transportadora de acilo
ADN Ácido desoxirribonucleico
ADP  Adenosín difosfato
AIA  Ácido indolacético 
ARN  Ácido ribonucleico
ATP Adenosín trifosfato
CK  Citoquininas 
CO2 Dióxido de carbono
CoA Coenzima-A
DGAT  Diacilglicerol aciltransferasa
DHA  Docosahexaenoico
Dof DNA-binding-with-one-finger (por sus siglas en inglés)
EBR 2,4 epibrasinólido
EPA  Ácido eicosapentaenoico
ETH  Etefón
FA Ácidos grasos (por sus siglas en inglés, Fatty Acids)
FAD ácido graso desaturasa 
FAS ácido graso sintasa 
FATA ácido graso acil-ACP tioesterasa
GA3 Giberelina A3
GPAT glicerol-3-fosfato aciltransferasa
h horas
H+ Ion hidronio
H2PO4

-  Dihidrógeno fosfato
HPO4

-2  Hidrógeno fosfato
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JA  Ácido jasmónico
KAS	cetoacil ACP sintasa 
LNA  Ácido Linoleico 
LPAAT ácido lisofosfatídico aciltransferasa
LPAT lisofosfatidil aciltransferasa
mg/L miligramos por litro
min  minutos
MT  malonil transferasa 
NAA  Ácido 1-naftalenacético 
NaCl  Cloruro de sodio 
NADP+  Nicotinamida-Adenina Dinucleótido fosfato oxidada
NADPH  Nicotinamida-Adenina Dinucleótido fosfato reducida
NaNO3  Nitrato de sodio
NaOH  Hidróxido de sodio
nm  nanómetro
p Potencial de hidrógeno
PT  palmitoil tiosterasa
PUFAs  Ácidos grasos poliinsaturados (por sus siglas en inglés, Polyunsatura-

ted Fatty Acids)
RCs  Reguladores del crecimiento vegetal
rpm  Revoluciones por minuto
s  segundos
SA  Ácido salicílico
SAD  estearoil ACP desaturasa 
SO4

-2  Sulfato
SPD  Espermidina 
ST  estearoil tioesterasa 
TAGs  Triacilglicéridos
TFs  Factores de transcripción
UV  Ultravioleta
v/v  Relación volumen: volumen
w/v  Relación peso: volumen
WT  línea no transformada
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Glosario

Ácido graso: Ácido orgánico que se combina con la glicerina para formar las 
grasas, y que cumple funciones fisiológicas importantes.

Acuacultura: Cultivo de especies acuáticas vegetales y animales.
Alimento funcional: Alimento que, además de su función nutritiva básica, 

aporta ventajas al organismo.
Aminoácido: Sustancia química orgánica en cuya composición molecular en-

tran un grupo amino y otro carboxilo. 
Anfipático: Dicho de una molécula o de una sustancia que tiene propiedades 

tanto hidrófilas como hidrófobas.
Anticancerígeno: Perteneciente o relacionado con la prevención o el retraso de 

la aparición del cáncer.
Antioxidante: Sustancia o producto que evita la oxidación.
Antiviral: Dicho de un medicamento, de una sustancia, de un procedimiento, 

etc., que se utiliza para combatir los virus.
Auxina: Hormona vegetal que ocasiona el crecimiento de las plantas por elon-

gación celular.
Biodegradable: Dicho de una sustancia que puede ser degradada por acción 

biológica.
Biomasa: Materia orgánica originada en un proceso biológico, espontáneo o 

provocado, utilizable como fuente de energía.
Bioproductos: Materiales, productos químicos y energía derivados de recursos 

biológicos renovables.
Biocombustibles: Combustibles producidos a partir de biomasa, esto es, dese-

chos de organismos vegetales disponibles en el medio ambiente.
Biosíntesis: Síntesis de compuestos orgánicos realizada por seres vivos o in 

vitro mediante enzimas.
Carbohidrato o polisacárido: Sustancia orgánica formada por carbono, hidró-

geno y oxígeno, en la que estos dos últimos elementos se encuentran en 
la proporción de dos a uno.

Caroteno: Pigmento de origen vegetal o animal, de color rojo, anaranjado o 
amarillo, que se encuentra en el tomate, la zanahoria, la yema de huevo, 
etc., y que, en los animales, se transforma en vitamina A.

Carotenoide: Semejante al caroteno en estructura y propiedades.
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Catalizador: Dicho de una sustancia que, en pequeña cantidad, incrementa la 
velocidad de una reacción química y se recupera sin cambios esenciales 
al final de la reacción.

Centrifugar, centrifugación: Aprovechar la fuerza centrífuga para secar ciertas 
sustancias o para separar los componentes de una masa o mezcla según 
sus distintas densidades.

Cepa: Grupo de organismos emparentados, como las bacterias, los hongos o 
los virus, cuya ascendencia común es conocida.

Citosol: Región celular comprendida entre la membrana plasmática y el nú-
cleo, con los órganos celulares que contiene.

Citoquinina o citoquina: Polipéptido responsable del crecimiento y la diferen-
ciación de distintos tipos de células.

Clorofila: Pigmento propio de las plantas verdes y de ciertas bacterias, que 
interviene activamente en el proceso de la fotosíntesis.

Clorofilina: Mezcla semisintética de sales de cobre y sodio derivada de la clorofila.
Cloroplasto: Orgánulo de las células vegetales en el que tiene lugar la fotosíntesis.
Cofactor: Pequeña molécula necesaria para la actividad de una enzima.
Configuración cis-trans o isomerismo cis-trans: Término utilizado en quí-

mica que se refiere a la disposición espacial de los átomos dentro de las 
moléculas. Los prefijos cis y trans provienen del latín: “del mismo lado” y 
“del lado opuesto”, respectivamente.

Cromóforo: Dicho de un agrupamiento químico que causa la coloración de 
una sustancia.

Diatomea: Alga unicelular, que vive en el mar, en el agua dulce o en la tierra 
húmeda, y que tiene un caparazón silíceo formado por dos valvas de ta-
maño desigual.

Estrés o factor estresante: Cualquier estímulo, externo o interno (físico, quí-
mico, acústico o somático) que, de manera directa o indirecta, propicia la 
desestabilización en el equilibrio dinámico del organismo.

Eucarionte o eucariota: Células que presentan un núcleo diferenciado, prote-
gido por una membrana y con citoplasma organizado.

Enzima: Proteína que cataliza específicamente una reacción bioquímica del 
metabolismo.

Especie: Cada uno de los grupos en que se dividen los géneros y que se com-
ponen de individuos que, además de los caracteres genéricos, tienen en 
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común otros caracteres por los cuales se asemejan entre sí y se distinguen 
de los de las demás especies.

Factor de transcripción: proteína que se une a secuencias específicas de ADN, 
controlando así la transcripción de la información genética de ADN a 
ARN mensajero.

Fotosíntesis: Proceso metabólico específico de ciertas células de los organismos 
autótrofos, como las plantas verdes, por el que se sintetizan sustancias 
orgánicas gracias a la clorofila a partir de dióxido de carbono y agua, uti-
lizando como fuente de energía la luz solar.

Fotón: Cada una de las partículas que, según la física cuántica, constituyen la 
luz y, en general, la radiación electromagnética.

Gameto: Cada una de las células sexuales, masculina y femenina, que al unirse 
forman el huevo de las plantas y de los animales.

Gen: Secuencia de ADN que constituye la unidad funcional para la transmi-
sión de los caracteres hereditarios

Hidrólisis: Desdoblamiento de una molécula por la acción del agua.
Hiperlipemia: Nivel de lípidos en la sangre superior al normal.
Ingeniería genética: Tecnología de la manipulación y transferencia del ADN 

de unos organismos a otros, que posibilita la creación de nuevas especies, 
la corrección de defectos génicos y la fabricación de numerosos com-
puestos útiles.

Isoforma: Distintas formas de una misma proteína.
Lípido: Cada uno de los compuestos orgánicos que resultan de la esterificación 

de alcoholes, como la glicerina y el colesterol, con ácidos grasos.
Longitud de onda: Distancia entre dos puntos correspondientes a una misma 

fase en dos ondas consecutivas.
Macronutriente: Sustancia esencial para el desarrollo de un organismo, que se 

debe ingerir en cantidades elevadas.
Metabolismo: Conjunto de reacciones químicas que efectúan las células de los 

seres vivos con el fin de sintetizar o degradar sustancias.
Metabolito: Producto del metabolismo.
Micronutriente: Sustancia que, en pequeñas cantidades, es esencial para el de-

sarrollo de un organismo.
Microorganismos fotosintéticos: Organismos microscópicos capaces de captu-

rar la energía solar y usarla para la producción de compuestos orgánicos.
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Número o índice de cetano: Tiempo que transcurre entre la inyección del car-
burante y el comienzo de su combustión.

Nutracéutico: Producto alimenticio que combina propiedades nutritivas y 
otras beneficiosas para la salud.

Oleaginoso: Aceitoso.
pH: Medida de acidez o alcalinidad que indica la cantidad de iones de hidró-

geno presentes en una solución o sustancia.
Procarionte o procariota: Organismos que no disponen de un núcleo celular. 

Su ADN, por lo tanto, se encuentra esparcido a lo largo del citoplasma.
Productividad: Relación entre lo producido y los medios empleados, tales 

como mano de obra, materiales, energía, etc.
Proteína: Sustancia constitutiva de la materia viva, formada por una o varias 

cadenas de aminoácidos.
Radicales libres: Átomos o conjuntos de ellos que disponen de un electrón sin 

aparejar, una condición que les confiere inestabilidad y reactividad
Redox: Dicho de una reacción química que se caracteriza por la oxidación de 

un reactante y la reducción del otro.
Regulador de crecimiento: Pequeñas sustancias químicas producidas natural-

mente por las plantas para regular su crecimiento y desarrollo.
Retículo endoplásmico: Conjunto laberíntico de conductos y espacios mem-

branosos del interior de la célula, con funciones de síntesis y transporte 
de sustancias.

Saponificar: Transformar en jabón una sustancia grasa combinándola con sosa.
Sobreexpresión: Expresar un determinado gen más de lo normal. Esto signifi-

ca que se producen más copias de ARNm, lo que generalmente conduce 
a un aumento en los productos proteicos que el gen codifica.

Sustentabilidad: Proceso que tiene por objetivo encontrar el equilibrio entre el 
medio ambiente y el uso de los recursos naturales.

Tilacoide: Sacos aplanados que son independientes de la membrana interna 
del cloroplasto. Sitio de las reacciones captadoras de luz de la fotosíntesis 
y de la fotofosforilación.

Transgénico: Dicho de un organismo vivo que ha sido modificado mediante la 
adición de genes exógenos para lograr nuevas propiedades. 

Vitamina: Cada una de las sustancias orgánicas que existen en los alimentos y 
que, en cantidades pequeñísimas, son necesarias para el perfecto equili-
brio de las diferentes funciones vitales.
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Resumen 

El crecimiento demográfico de las últimas décadas ha dado lu-
gar a un aumento de agua contaminada derivada de diversas 
actividades antropogénicas; esto ha generado preocupación por 
la cantidad y calidad de los desechos generados y descargados 
en cuerpos de agua naturales. En las últimas décadas se han em-
pleado a las microalgas como una alternativa para abordar los 
desafíos de la calidad del agua. Las microalgas como agentes 
descontaminantes ofrecen varias ventajas que incluyen bajos cos-
tos de producción, fácil manipulación, no son contaminantes y 
posibilitan la extracción de contaminantes metálicos, fármacos 
y diversas sales, por lo que no son considerados una fuente de 
desechos secundarios  ya que la biomasa resultante puede ser 
reutilizada en diversos sistemas de producción tales como avicul-
tura, acuicultura, agricultura, etc., y para la generación de nuevas 
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fuentes de biocombustible y fertilizantes. En este capítulo se describe la impor-
tancia de la ficorremediación y el uso de diversas especies de microalgas para la 
remoción de metales pesados, fármacos y compuestos fenólicos. 

Introducción

La ficorremediación consiste en el uso de micro y macroalgas para remover 
contaminantes, incluyendo xenobióticos, nutrientes de aguas residuales y el 
CO2 proveniente de emisiones La biorremediación con microalgas es parti-
cularmente efectiva debido a su capacidad para convertir la energía luminosa 
en biomasa y asimilar gran cantidad de nutrientes inorgánicos como fósforo y 
nitrógeno. Se considera un proceso global en el tratamiento de aguas residua-
les ya que hay remoción de sales, aumento del pH de los efluentes, eliminación 
de nitrógeno amoniacal, disminución de la demanda biológica de oxígeno, 
oxigenación del agua y oxidación continúa de materia.

La idea de utilizar microalgas en procesos de biodegradación fue pro-
puesta desde los años cincuenta, desde entonces se planteó la idea de que los 
organismos fotosintéticos podrían ser útiles para la producción de oxígeno, 
eliminación de CO2 y además para el tratamiento de aguas residuales. La fi-
corremediación presenta diversas ventajas como son: el mejoramiento de la 
calidad del efluente, el aprovechamiento de nutrientes, la producción de bio-
masa con interés comercial, la oxigenación del agua, la recuperación de CO2 y 
un alto rendimiento en la bioconversión de la energía solar. 

Adicionalmente, las microalgas poseen una serie de ventajas sobre otras 
materias primas entre las cuales se pueden mencionar su mayor eficiencia fo-
tosintética respecto a las plantas superiores, logrando convertir entre el 3 y el 
8% de la energía solar en biomasa. Otras características de importancia son:

•	 Su tasa de crecimiento es elevada, algunas microalgas duplican su bioma-
sa en aproximadamente 24 h.

•	 Los periodos de cosecha son muy cortos (generalmente menores a 20 
días dependiendo del proceso), permitiendo múltiples o continuas cose-
chas a diferencia de las plantas, que se cosechan una o dos veces por año. 

•	 Son de fácil cultivo, pueden crecer en casi cualquier lugar y sólo requie-
ren de luz solar y algunos nutrientes. Pueden cultivarse en zonas no 
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aptas para cultivos agrícolas por lo que no compiten con los productos 
de alimentación humana. También pueden utilizar agua no potable y su 
cultivo no requiere la adición de herbicidas o pesticidas. Incluso algunas 
microalgas crecen en ambientes salinos e hipersalinos.

•	 Son capaces de fijar grandes cantidades de CO2, su demanda estequio-
métrica de CO2 es de aproximadamente 2kg de CO2/kg de biomasa seca, 
permitiendo acoplar su producción a una corriente de gases de combus-
tión industrial y así, contribuir a la disminución de efecto invernadero.

Desde hace varios años se ha reportado la capacidad de las microalgas 
para remover metales pesados, fármacos y compuestos fenólicos. En este 
apartado se describen las especies de microalgas mayormente utilizados en 
procesos de ficorremediación.

Microalgas utilizadas para la remoción de metales pesados

La actividad industrial y minera arroja al ambiente metales tóxicos como plo-
mo, mercurio, cadmio, arsénico, cromo, entre otros; se consideran elementos 
contaminantes de la atmósfera por su toxicidad y efectos nocivos sobre los 
seres vivos. La importancia de sus efectos está en función de la naturaleza del 
elemento, concentraciones ambientales y el grado de exposición.

Algunos organismos procariontes y eucariontes, entre ellos las microal-
gas, han desarrollado diversas estrategias para disminuir el efecto tóxico de los 
metales a formas inocuas. Entre las estrategias que presentan las microalgas se 
encuentran evitar el paso de los iones a través de la pared celular por medio de 
secreción de sustancias que producen uniones específicas con los iones metá-
licos del medio. El resultado de esta estrategia es formar complejos quelados 
que pueden quedar en el exterior de la pared celular o en compartimientos 
específicos en el interior de la célula. Un mecanismo común de detoxificación 
intracelular en microalgas es la formación de péptidos o proteínas, por ejem-
plo, malato, citrato o polifosfato, los cuales son algunos de los compuestos 
reportados como agentes quelantes intracelulares.

El proceso de bioabsorción de metales por microalgas es generalmente un 
proceso de dos fases que implican una adsorción extracelular (por ejemplo, con 
polisacáridos y mucílago), además de componentes celulares (con grupos car-



482

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

boxy e hidroxi y sulfatos). Este proceso no metabólico y rápido que ocurre en 
células vivas y no vivas depende de parámetros como el pH, especies químicas 
del metal, tipo de alga y la concentración de biomasa. La segunda fase de absor-
ción es la acumulación dentro de la célula, este es un proceso lento que implica 
transporte activo a través de la membrana y proteínas de unión en sitios intra-
celulares. Este proceso es dependiente del metabolismo y es inhibido por bajas 
temperaturas, ausencia de aporte de energía y sólo ocurre en células vivas.

Desde hace varias décadas se ha demostrado que las microalgas pueden 
acumular diversos metales entre los que se encuentran: cadmio, zinc, arsénico, 
plomo, mercurio, uranio, cromo, cobre, molibdeno, aluminio y oro.

La emisión global del cadmio hacia el ambiente proviene en su mayor parte 
de fuentes antropogénicas, estando asociado a la extracción del zinc y a desechos 
de las industrias de plásticos, pinturas, aleaciones metálicas y otras operaciones 
industriales. El cadmio ha sido reconocido como un agente peligroso de con-
taminación ambiental y es acumulado por el fitoplancton. En la literatura del 
área se menciona que las especies que acumulan cadmio son: Chlamydomonas 
reinhardtii, Chlorella regularis, Scenedesmus bijuga, Scenedesmus obliquus, Chla-
mydomonas angulosa, Scenedesmus choreloides y Dictyosphaerium chlorelloides.

Las fuentes industriales o los reservorios para residuos tóxicos pueden ser 
la causa del zinc en el agua potable llegando a niveles que causan problemas 
de salud pública. Se ha reportado que microalgas tales como Chaetomorpha 
brychagona, Enteromorpha crinita, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella vul-
garis, Scenedesmus almeriensis, Chlorella pyrenoidosa y Scenedesmus obliquus 
acumulan altas concentraciones de zinc proveniente de aguas contaminadas.

Chlorella vulgaris acumula altos niveles de arsénico, así como otros meta-
les, lo cual es debido a que tiene mecanismos de detoxificación por medio de 
los cuales transforma el metal que está acumulando. Estas microalgas podrían 
ser utilizadas para controlar las concentraciones de arsénico en aguas natu-
rales y en aguas de desecho industrial. Otros géneros de microalgas de agua 
dulce (Chlorella pyrenoidosa, Chlorella vulgaris, Scenedesmus almeriensis y Os-
cillatoria sp.) y de agua de mar (Phaeodactylum sp. y Skeletonema sp.) también 
son capaces de acumular arsénico.

Algunas microalgas como Eucheuma striatum, Euchena spinosum y 
Stigeoclonium tenue, Nannochloropsis salina, Spirulina platensis Pseudochlo-
rococcum typicum y Scenedesmus quadricauda absorben plomo de forma 
eficiente. En tanto que las microalgas que acumulan cantidades significati-
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vas de mercurio son: Carteria sp., Dunaliella tertiolecta, Nitzschia closterium, 
Pseudochlorococcum typicum, Scenedesmus quadricauda y Chlorella sp. Se ha 
reportado que algunas especies de microalgas, entre las que se encuentran 
Chlorella regularis, Chlamydomonas sp. y Scenedesmus sp. pueden absorber 
uranio (Sakaguchi, et al., 1978). Chlamydomonas sp. aclimatada en altas con-
centraciones de cromo, muestra una gran habilidad para remover este metal. 
También, Chlorella pyrenoidosa, Spirulina platensis y Scenedesmus obliquus 
pueden acumular cromo proveniente de aguas residuales.

Varias especies de microalgas verdes pueden acumular cobre, debido 
a que presentan tolerancia a este ion metálico tales como Chlorella vulgaris, 
Chlorella pyrenoidosa, Chlamydomonas angulosa, Chlamydomonas reinhardtii, 
Scenedesmus bijuga, Scenedesmus almeriensis, Scenedesmus obliquus y Tetra-
selmis marina.  Especies como Scenedesmus chlorelloides, Chlamydomonas 
reinhardtii, Chlorella regularis, Scenedesmus bijuga, Chlamydomonas angulosa 
y Scenedesmus obliquus, han resultado ser eficientes para la acumulación de 
molibdeno. Alrededor de 15 especies pertenecientes a 6 filo (Chlorophycea, 
Cryptophycea, Xanthophycea, Bacillariophycea, Chrysophycea y Prasinophycea) 
acumulan aluminio del agua de mar artificial. Chlorella vulgaris tiene una alta 
afinidad con el oro, por lo que esta microalga puede acumular tanto oro (I) 
como oro (III) de soluciones acuosas.

Debido a que las microalgas presentan adaptaciones y mecanismos de 
tolerancia, pueden ser bioacumuladores muy eficientes de metales tal como 
se ha descrito, por lo que pueden ofrecer una alternativa o ayuda a las téc-
nicas convencionales para la eliminación y/o recuperación de metales en 
lugares contaminados.

Microalgas utilizadas para la remoción de fármacos

Además de remover metales pesados, las microalgas han demostrado capa-
cidad para eliminar compuestos emergentes. Los compuestos emergentes 
incluyen antibióticos, hormonas, analgésicos, tranquilizantes y los productos 
de la quimioterapia. La contaminación proviene no sólo de las excreciones, 
con las que una parte importante del fármaco es eliminado del cuerpo sin 
metabolizarse, sino que proviene también de la fabricación y disposición in-
adecuada de los desechos de estos productos.
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Desde principios de los años ochenta, diversos estudios han demostrado 
que los medicamentos y sus productos de transformación están presentes en 
el medio acuático en todo el mundo. La mayoría de los desechos de la indus-
tria farmacéutica son tratados mediante procesos de oxidación química, pero 
debido a las peligrosas condiciones de la reacción, la generación de compues-
tos tóxicos secundarios y los altos costos operacionales hacen que esta clase 
de tratamientos no resulte la mejor opción. Por el contrario, los tratamientos de 
biodegradación son alternativas amigables con el ambiente y a bajo costo. Al-
gunos microorganismos poseen sistemas enzimáticos especializados y rutas 
metabólicas que les permiten utilizar los fármacos como fuente de carbono y 
convertirlos en sustratos fáciles de metabolizar.

Pocos son los estudios que se han enfocado en la remoción de fármacos 
por microalgas, por ejemplo, se ha reportado la capacidad de remoción de un 
estrógeno natural (β-estradiol) y un estrógeno sintético (17α-etinilestradiol) 
por las cepas de microalgas Selenastrum capricornutum y Chlamydomo-
nas reinhardtii. Los resultados muestran que la remoción está directamente 
relacionada con la producción de biomasa. Las dos cepas mencionadas ante-
riormente fueron capaces de remover ambos estrógenos en los primeros 7 días 
alcanzando porcentajes finales de remoción de 88-100% por S. capricornutum 
y de entre 76 y 100% por C. reinhardtii.

La remoción de paracetamol y ácido salicílico por la microalga Chlorella 
sorokiniana también ha sido reportada, obteniendo eficiencias de remoción 
mayores a 67% de paracetamol y 73% de ácido salicílico en cultivo batch.  En 
otro estudio se ha evaluado la remoción de diclofenaco por tres especies de 
microalgas, obteniendo eficiencias de remoción mayores a 65% en el trata-
miento con Chlorella sorokiniana, de 69% con Chlorella vulgaris y de un 
98% con Scenedesmus obliquus al final del cultivo batch. La biodegradación 
del ketoprofeno también se ha evaluado utilizando las cepas de microalgas 
Chlorella sp, Spirulina platensis y Artemia sp. La combinación de un consorcio 
bacteriano definido y Chlorella sp es capaz de degradar ketoprofeno en 7 días 
bajo un ciclo diurno de 12h de luz / 12h de oscuridad. 

La eliminación de micro contaminantes en sistemas de tratamiento de 
algas alimentado con corrientes de aguas residuales también se ha reportado 
realizando experimentos en lotes con la microalga Chlorella sorokiniana culti-
vada en orina, agua negra anaerobiamente tratada y orina sintética, en donde 
se ha evaluado la eliminación de seis fármacos (diclofenaco, ibuprofeno, para-
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cetamol, metoprolol, carbamazepina y trimetoprim). Los resultados indicaron 
que los tratamientos tales como la biodegradación y la fotólisis conducen a 
una eliminación entre 60 y 100% de diclofenaco, ibuprofeno, paracetamol y 
metoprolol, mientras que la extracción de carbamazepina y trimetoprim fue 
incompleta y no superó el 30% y el 60%, respectivamente. Las microalgas 
Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata, Scenedesmus acutus y Scenedesmus 
obliquus son capaces de remover diclofenaco entre el 59% y 92%, obteniendo 
el mayor porcentaje de remoción por S. obliquus en 25 días. 

Aunque el mecanismo de detoxificación de xenobióticos no ha sido 
descrito en microalgas en detalle, estudios realizados en plantas indican que 
ocurren procesos similares en ambos organismos fotosintéticos. Así mismo, 
los resultados obtenidos a la fecha sugieren una aplicación promisoria de las 
microalgas en procesos de biorremediación para la eliminación de fármacos.

Microalgas utilizadas para la remoción de compuestos fenólicos

La presencia de altas concentraciones de compuestos fenólicos en el medio 
ambiente es el resultado de la actividad antropogénica. Estos compuestos pe-
netran en los ecosistemas mediante el drenaje de aguas residuales municipales 
o industriales hacia las aguas superficiales.

El fenol se usa como intermediario en la industria química para la sín-
tesis de compuestos más complejos. La toxicidad de los compuestos fenólicos 
se debe principalmente a su carácter hidrófobo y a su capacidad para formar 
radicales libres. Muchos microorganismos, entre ellos las microalgas, se han 
utilizado para la biodegradación de compuestos fenólicos. Varias especies 
de algas de agua dulce se han utilizado para la biodegradación de fenol y 
catecol desde hace varias décadas. Desde entonces, se han publicado una 
gran cantidad de estudios que demuestran que las microalgas son capaces de 
biodegradar compuestos fenólicos. Los mecanismos por los cuales se lleva 
a cabo este proceso son variados, por ejemplo, se ha reportado que la mi-
croalga verde Ochromonas danika biodegrada el fenol a través de la vía de la 
meta-escisión (meta-cleavage) a partir del catecol, mientras que en las espe-
cies de Chlorella hay participación del citocromo P450 en la biodegradación 
de estos compuestos. Además, se han reportado reacciones dependientes de 



486

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

NADH durante la biodegradación de compuestos fenólicos por la diatomea 
marina Thalassiosira sp. 

Varias publicaciones han demostrado que diversas especies de Chlore-
lla son capaces de biodegradar una variedad de compuestos fenólicos, tales 
como fenol, bisfenol-A, 4-nitrofenol, 4-clorofenol, 2,4-dinitrofenol y 2,4-di-
metilfenol. Se ha demostrado también que varias especies de Scenedesmus 
son capaces de eliminar fenoles acilados y bisfenol-A. Las microalgas verdes, 
Ankistrodesmus braunii y Scenedesmus quadricauda, también han demostrado 
capacidad para biodegradar fenoles que se encuentran aguas residuales.

Chlamydomonas mexicana es capaz de eliminar el bisfenol-A, mientras 
que Chlamydomonas reinhardtii ha demostrado ser eficiente para biodegradar 
fenol. En estas microalgas la biodegradación ha demostrado ser un proceso 
bioenergético dinámico afectado por cambios en las condiciones de cultivo ta-
les como la presencia o ausencia de una fuente de carbono alterna, intensidad 
de luz y disponibilidad de oxígeno.

De acuerdo con lo descrito en este capítulo, el uso de microalgas en ficorre-
mediación ha demostrado ser efectivo y eficiente, sin embargo, es necesario la 
difusión de esta tecnología fuera del ámbito científico y aplicar este conocimien-
to en instalaciones a gran escala; este paso no es sencillo ya que existen ciertas 
limitaciones por superar, como aquellas relacionadas con el costo de producción 
de la biomasa y la posterior separación de esta del medio en que se encuentran. 
A nuestra consideración, la combinación de ficorremediación de aguas residua-
les junto con la recuperación de la biomasa para generación de biocombustibles 
o la obtención de otros productos con valor económico, permitirían reducir los 
costos, además, el proceso sería ambientalmente atractivo.

Abreviaturas:

CO2: Dióxido de carbono
h: horas
kg: kilogramo
mM: milimolar
NADH: nicotinamida adenina dinucleótido
sp: especie no identificada
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Glosario

Adsorción: Proceso por el que el agua o cuerpos disueltos, materiales dispersos 
o coloides son atraídos y se concentran sobre la superficie de un sólido 
por enlaces físicos y químicos.

Antropogénico: Perteneciente o relativo a lo que procede de los seres humanos 
que, en particular, tiene efectos sobre la naturaleza.

Bioacumuladores: Acumulación neta de metales (u otras sustancias persisten-
tes) en un organismo a partir de fuentes tanto bióticas (otros organismos) 
como abióticas (suelo, aire y agua).

Biocombustible: Combustibles derivados de fuentes renovables.
Biodegradación: Descomposición de una sustancia en otras químicamente 

más sencillas mediante la acción microbiana.
Biorremediación: Proceso que utiliza microorganismos, hongos, plantas o 

las enzimas derivadas de ellos para retornar un medioambiente altera-
do por contaminantes a su condición natural.

Compuestos emergentes: Todo contaminante  previamente desconocido 
o no reconocido como tal, cuya presencia en el medio ambiente no 
es necesariamente nueva, pero sí la preocupación por las posibles con-
secuencias de este. 

Consorcio bacteriano: Asociación natural de dos o más poblaciones bac-
terianas, de diferentes especies, que actúan conjuntamente como una 
comunidad, donde todos se benefician de las actividades de los demás.

Citocromo P450: Familia de enzimas de biotransformación de fase I que 
juegan un papel importante en el  metabolismo  y la eliminación de 
drogas, toxinas, carcinógenos y compuestos endógenos, como las hor-
monas esteroidales.

Cultivo batch:  Cultivo discontinuo en el que el microorganismo crece a 
partir de una limitada cantidad de medio hasta que se agota un nu-
triente esencial o se acumulan productos tóxicos hasta niveles que 
inhiben el crecimiento.

Ecosistema: Sistema biológico constituido por una comunidad de seres vi-
vos y el medio natural en que viven.

Ficorremediación: Empleo de uso de micro y macroalgas para remover 
contaminantes.
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Fila (phylum): La más amplia categoría taxonómica dentro de los Reinos 
(plural: phyla).

Fotólisis: Descomposición o disociación química por la acción de energía 
luminosa.

Mucílago: Sustancia análoga a las gomas, con el agua se hincha o da solu-
ciones viscosas con consistencia gelatinosa.

Polisacáridos: Carbohidratos complejos formados por un gran número de 
azúcares simples, los cuales se unen entre sí mediante los enlaces glu-
cosídicos.

Radicales libres: Moléculas inestables elaboradas durante el metabolismo 
normal de las células.

Xenobiótico: Sustancia que no se encuentra de forma natural en el organismo.
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Resumen 

En las últimas décadas las microalgas han surgido como 
biorreactores para la producción de proteínas heterólogas. 
Chlamydomonas reinhardtii es considerada la microalga mode-
lo para los procesos de transformación genética; sin embargo, 
a la fecha se han logrado realizar transformaciones estables a 
nivel de núcleo y cloroplasto en otras microalgas utilizando 
técnicas de transformación tales como biobalística, electropo-
ración, vía Agrobacterium tumefaciens y/o perlas de vidrio. Para 
realizar una transformación exitosa es necesario conocer las 
propiedades fisicoquímicas de la proteína que se desea expresar 
y de esta manera elegir el mejor sistema de expresión. En este 
capítulo se presenta una descripción general del progreso en la 
ingeniería genética de microalgas, así como algunas estrategias 
que pueden afectar el rendimiento de la proteína tal como el 
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uso de diversos promotores y otros elementos regulatorios. Se analiza también 
la expresión de péptidos hipocolesterolémicos, antihipertensivos y antimi-
crobianos en microalgas. Finalmente se revisan algunos enfoques emergentes 
para la producción de proteínas recombinantes en este sistema de expresión.

Introducción

Al igual que las bacterias, levaduras, plantas y otros sistemas de expresión, las 
microalgas también pueden manipularse para expresar genes heterólogos para 
la producción de proteínas recombinantes que tienen un valor importante en 
aplicaciones farmacéuticas o industriales. Hasta la fecha, algunas proteínas de 
origen animal como anticuerpos, hormonas y vacunas se han expresado en 
microalgas a niveles económicamente viables. 

Las microalgas presentan varias ventajas en comparación con otros sis-
temas de expresión, entre las que se pueden mencionar su rápida duplicación 
celular, crecimiento fotoautótrofo o heterótrofo, además, la expresión de pro-
teínas recombinantes puede llevarse a cabo a nivel nuclear, cloroplástico o 
mitocondrial; así mismo, algunas especies de microalgas han sido catalogadas 
como GRAS (Generalmente Reconocidas Como Seguras) y a diferencia de las 
bacterias, las microalgas poseen vías complejas de modificaciones post-traduc-
cionales, y por lo tanto pueden producir proteínas glicosiladas. Las microalgas 
modificadas genéticamente son adecuadas para el crecimiento en fotobiorreac-
tores cerrados, en los que las condiciones de cultivo como luz, temperatura y 
nutrientes pueden controlarse eficazmente. El cultivo de microalgas transgéni-
cas en fotobiorreactores también puede evitar que los transgénicos se escapen 
al medio ambiente, lo que potencialmente puede ocurrir en las plantas superio-
res por medio del polen. Las microalgas productoras de proteínas terapéuticas 
u otros compuestos valiosos pueden ser potencialmente administrados por vía 
oral como algas liofilizadas en polvo con poca o ninguna purificación. Estas 
ventajas hacen que los sistemas microalgales sean atractivos para la producción 
de proteínas recombinantes y otros compuestos de alto valor. 

La introducción de ADN foráneo dentro del núcleo de la microalga 
puede conseguirse mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens, electropo-
ración o agitación en presencia de perlas de vidrio. Otro procedimiento que ha 
demostrado ser exitoso para la transformación de cloroplastos y mitocondrias 
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es la balística. En este capítulo se describen los fundamentos de estas técnicas 
y algunas aplicaciones.

Transformación nuclear

El fundamento de la transformación genética en algas es causar una permea-
bilización temporal mediante métodos físicos o químicos en la membrana o 
pared celular, según sea el caso, permitiendo que el ADN exógeno se integre 
en la célula. Una de las variables que deben tomarse en cuenta al momento de 
transformar genéticamente una microalga es su movilidad, forma y tamaño. 
Generalmente cuando las microalgas tienen un tamaño <5 µm se requieren 
condiciones extremas para la transfección, en cambio cuando su tamaño es de 
10-50 µm las condiciones de transformación son menos dañinas. 

La expresión nuclear de transgenes en microalgas ofrece varias ventajas 
como la capacidad de realizar modificaciones post-traduccionales así como 
la secreción de las proteínas expresadas al medio. Sin embargo, este tipo de 
transformación presenta algunas desventajas respecto a otros métodos, por 
ejemplo, la frecuencia de expresión transgénica en el genoma nuclear de la 
microalga es extremadamente baja debido a mecanismos de silenciamien-
to génico, el cual se produce a nivel transcripcional o postranscripcional. 
Otros mecanismos involucrados en la limitación de la expresión del trans-
gén nuclear para proteínas incluyen la transcripción ineficiente de promotores 
heterólogos, procesamiento inadecuado de ARN, inestabilidad de ARNm, e 
inestabilidad de los productos proteicos. Debido a lo anterior se han realizado 
mejoras significativas en la expresión mediante el uso de mejoras de promoto-
res de genes de Chlamydomonas, la cual es considerada la microalga modelo 
para los procesos de transformación genética; estas mejoras incluyen también 
la optimización de codones del gen a insertar y la inclusión de intrones; sin 
embargo, la eficiencia de transformación comparada con otros métodos sigue 
siendo baja por lo que se necesita una mayor optimización del proceso.

Se han reportado transformaciones nucleares estables en solo tres grupos 
de microalgas eucariotas: clorófitas, diatomeas y dinoflagelados. La microalga 
modelo es Chlamydomonas reinhardtii, pues su genoma está completamente 
secuenciado y se ha reportado la transformación genética de su núcleo, mito-
condria y cloroplasto. El genoma nuclear de C. reinhardtii contiene 100 Mb 
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distribuidos en 17 cromosomas, es inusualmente rico en el contenido de G+C 
(65%), sin embargo, a pesar de que se encuentra secuenciado su genoma, la 
función para la gran mayoría de los genes se desconoce.

En la Figura 17.1, se observan cuatro diferentes técnicas que se han utili-
zado para la transformación nuclear de C. reinhardtii, este apartado se centra 
en la transformación vía Agrobacterium tumefaciens, por electroporación y 
por cuentas de vidrio, aunque es posible transformar el núcleo por medio de 
biobalística esta técnica se ha utilizado mayormente para transformar el cloro-
plasto y mitocondrias de microalgas.

Figura 17.1. Técnicas de transformación nuclear que se han utilizado en la microalga modelo 
Chlamydomonas reinhardtii (Modificado de Jinkerson y Jonikas, 2015. a) En este modelo se hace 
uso de perlas de vidrio en cepas deficientes de pared celular; b) se emplea un pulso eléctrico en 

cepas deficientes de pared celular; c) se utiliza a la bacteria Agrobacterium tumefaciens; d) se usan 
nanopartículas de oro en una cámara de vacío.

Los promotores más utilizados para llevar a cabo la transformación nuclear 
son los de los genes HSP70A (Proteína de choque térmico 70 A, por sus siglas 
en inglés Heat Shock Protein 70 A), psaD (Proteína D del fotosistema I, por sus 
siglas en inglés photosystem I protein D) y RSCBS2 (Subunidad pequeña 2 de la 
RUBISCO, por sus siglas en inglés Ribulose bisphosphate carboxylase small su-

+ vortex
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Agrobacterium Biobalística
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bunit 2). Así mismo también se ha demostrado que los promotores quiméricos 
tienen altos niveles de transcripción y expresión, un ejemplo de este tipo de pro-
motores y uno de los más utilizados en la transformación nuclear es HSP70A/
RSCB2. Por otra parte, se ha reportado que las secuencias intrónicas en los ge-
nes heterólogos mejoran la expresión independientemente de la orientación o 
posición. En el núcleo, la expresión génica también puede ser inducida por una 
serie de factores, incluidos el choque térmico (HSP70A) o por adición de me-
tales utilizando promotores que induzcan la expresión de genes en presencia de 
estos, como por ejemplo el promotor inducible CYC6 (por sus siglas en inglés 
Cytochrome C6) que se induce en presencia de níquel y cobalto. 

En la Tabla 17.1 se presentan algunos ejemplos de genes reporteros y 
marcadores que se han expresado en la microalga modelo y que han sido base 
para transformar otras microalgas.

Tabla 17.1. Ejemplos de marcadores y genes reporteros utilizados en microalgas 
(Modificado de León y Fernández, 2007).

Gen Descripción Fuente del gen
aadA Adenil transferasa (resistencia a espectinomicina) Eubacteria
als Acetolactato sintasa (resistencia a herbicidas con 

sulfonilurea)
Chlamydomonas

aphvIII Aminoglucósido 3´fosfotransferasa (resistencia a 
paramomicina)

Streptomyces rimosus

ble Proteína de unión a bleomicina (resistencia a 
zeocina)

Streptoalloteichus hindustanus 

cat Cloranfenicol acetiltransferasa (resistencia a 
cloranfenicol)

Transposon T9

gfp Proteína verde fluorescente (gen reportero) Aequorea Victoria
gus Β-glucoronidasa (gen reportero) Escherichia coli
hpt Higromicina B fosfotransferasa (gen de resistencia a 

higromicina)
Escherichia coli

luc Luciferasa (gen reportero) Horatia parvula
nptII Neomicin fosfotransferasa II (gen de resistencia a 

neomicina)
Escherichia coli



500

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Las microalgas han llamado la atención como una plataforma potencial de 
bajo costo para la producción de una amplia gama de productos comerciales. 
Productos que incluyen biocombustibles, nutracéuticos, terapéuticos, industria-
les, productos químicos y alimentos para animales. En la Tabla 17.2, se presentan 
algunas proteínas terapéuticas producidas en microalgas a nivel nuclear.

Tabla 17. 2. Proteínas terapéuticas producidas en microalgas 
(Modificado de Dehghani et al., 2019).

Proteína terapéutica Hospedero Evaluación de funcionalidad
Anticuerpo monoclonal contra hepatitis (CL4) con 
y sin señal de retención al retículo endoplásmico 

P. tricornutum Prueba realizada in vitro

Anticuerpo IgA contra el virus de Marburg P. tricornutum Prueba realizada in vitro
Hormona de crecimiento de pescado Chlorella sp. Prueba realizada in vitro
Factor Oostático Modulador de la Tripsina Chlorella sp. Prueba realizada in vitro
Eritropoyetina humana C. reinhardtii Prueba realizada in vitro
Antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B P. tricornutum Prueba realizada in vitro
Antígeno P24 del HIV-1 Chlamydomonas sp. No reportado
Proteína VP2 del virus causante de la bursitis 
infecciosa (IBDV)  

Chlorella sp. No reportado

Vía Agrobacterium tumefaciens

El sistema de transformación nuclear de plantas utilizando Agrobacterium 
tumefaciens (A. tumefaciens) fue adaptado para transformar microalgas uti-
lizando el vector de expresión p-CAMBIA 1301, se ha demostrado que este 
tipo de transformación es uno de los métodos más eficientes para transformar 
genéticamente las microalgas marinas y de agua dulce. Este método ofrece va-
rias ventajas como alta eficiencia, aplicación simple e integración preferencial 
en regiones transcripcionalmente activas.

Algunas de las microalgas que se han transformado mediante este méto-
do son Chlamydomonas reinhardtii, Scenedesmus acutus TISTR8447, Chlorella 
vulgaris, S. acutus y N. oculata. El fundamento de la transformación de mi-
croalgas por A. tumefaciens es parecido al propuesto al de agro-infección 
en plantas, en donde la agrobacteria transfiere un segmento de ADN de su 
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plásmido Ti (del inglés Tumor Inducing, inductor de tumores) (Fig.17.2) co-
nocido como ADN-T, para que se integre al azar en el núcleo del organismo 
hospedero. El proceso de transformación comprende seis grandes pasos que 
son resumidos en la Figura 17.3.

Figura 17.2. Plásmido Ti. Genes vir: genes de virulencia; ori: origen de replicación 
(Tomado de Hernández-Esquivel, 2015).
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Figura 17.3. Modelo putativo de transformación nuclear de Chlorella vía Agrobacterium (mo-
dificado de Yang et al., 2016). El proceso de transformación comprende seis grandes pasos. 

(I) El gen de interés se clona entre el borde izquierdo (BI) y el borde derecho (BD) del ADN-
T, este plásmido recombinante se introduce a Agrobacterium. (II) Ocurre el reconocimiento 

célula-célula y fijación de Agrobacterium a las células huésped de Chlorella. (III) Con la 
activación de la región de genes vir, ocasionada productos químicos de respuesta, tal como la 
acetosiringona, el ADN-T es generada por ciertas proteínas Vir. (IV) el ADN-T viaja a través 
del citoplasma de células de Chlorella (V) y es directamente importado a su núcleo. (VI) Una 
vez en el núcleo, el ADN-T es despojado de las proteínas de acompañamiento innecesarias e 

integrado en el genoma de Chlorella.

Los genes alojados en el ADN-T pueden expresarse en las células hués-
ped de manera transitoria o estable. El pico de expresión que ocurre dentro de 
2 a 4 días después de la infección de los tejidos del huésped generalmente se 
define como expresión transitoria. La expresión transitoria ocurre antes de la 
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integración del ADN-T en el genoma del huésped y, por lo tanto, no se puede 
transmitir de forma estable a la progenie. La expresión estable requiere más 
tiempo para integrar el ADN-T en el genoma del huésped y por lo tanto ocu-
rre de 10-14 días después de la transformación.

Para llevar a cabo este tipo de transformación no es necesario realizar 
una lesión en la célula como suele realizarse en plantas, únicamente se aña-
de un compuesto fenólico que induzca la activación de las proteínas vir del 
plásmido Ti de Agrobacterium. El compuesto más utilizado es acetosiringo-
na (AS), más no es el único. Por otra parte, se ha demostrado que algunas 
microalgas pueden ser transformadas sin la presencia de AS, como Chlamydo-
monas reinhardtii y Haematococcus pluvialis sin embargo hay microalgas que 
solo se transforman en presencia de AS como Chlorella vulgaris que requiere 
de 50-300 µM de acetosiringona. 

El pH es un factor importante que debe considerarse al momento de 
realizar una transformación vía Agrobacterium, un pH ácido generalmente se 
considera adecuado para la transformación, ya que un pH ácido puede inducir 
la virulencia de Agrobacterium. Sin embargo, el pH óptimo depende de la mi-
croalga y la cepa de Agrobacterium que se utilice, ya que los requisitos de pH 
para la inducción óptima de los genes vir son diferentes para diferentes cepas 
de Agrobacterium.

Para lograr una transformación estable es necesario optimizar los codones 
del gen exógeno ya que esto promueve de manera significativa la expresión de 
la proteína deseada, además es necesario elegir un adecuado marcador de se-
lección. Esto incluye genes que confieran resistencia a antibióticos, herbicidas 
o varias enzimas metabólicas que controlen el crecimiento bajo condiciones 
específicas. Además, la expresión del gen endógeno podría ser eliminado si las 
clonas transgénicas no se mantienen bajo condiciones de selección constantes.

Protocolos

Protocolo para la transformación genética vía Agrobacterium

A continuación, se describe un protocolo para transformar microalgas (parti-
cularmente N. oculata CCAP 849/7, C. vulgaris OW-01 y S. acutus UTEX 72) 
vía Agrobacterium tumefaciens (Figura 17.4).
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1.	 Cultivar la bacteria Agrobacterium tumefaciens GV3101 conteniendo la 
construcción de interés en medio agar para levaduras y mohos (Yeast 
Mold Agar, YM, por sus siglas en inglés) hasta alcanzar una Densidad 
Óptica (DO) de 0.5 (a 600 nm).

2.	 Cultivar las microalgas hasta que alcancen una DO de 0.2 (a 750 nm), 
posteriormente, cosechar la biomasa por centrifugación y sembrarla en 
medio Tris Acetato Fosfato (TAP) sólido.

3.	 En condiciones estériles adicionar 200 μL de la A. tumefaciens y 200 μL 
de acetosiringona 100 μM. Con ayuda de un asa de vidrio estéril realizar 
un estriado en ángulo recto. 

4.	 Incubar este co-cultivo durante 48 horas en obscuridad a 25 °C. 
5.	 Posterior al co-cultivo recuperar las microalgas y resembrarlas en medio 

TAP con agente de selección (de acuerdo con el vector que se esté utili-
zando) y un bacteriostático (250 mg/L de cefotaxima) para eliminar la 
bacteria. 

6.	 Cultivar a 25°C con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuri-
dad. Las colonias resistentes al agente de selección se resembrarán cada 
dos semanas.

7.	 Después de tres resiembras corroborar mediante PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa) la presencia del gen de interés utilizando oligo-
nucleótidos específicos. 
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Figura 17.4. Protocolo de transformación de microalgas vía Agrobacterium tumefaciens.

Electroporación

La electroporación es un método físico que se basa en la electropermeabili-
zación mediante la aplicación de un campo eléctrico externo fuerte (medido 
como V cm-1) a través de un par de electrodos en una cubeta de electroporación 
o celda generando microporos temporales en la membrana celular permitien-
do el paso de moléculas hacia las células. Los parámetros de electroporación, 
como el campo fuerza, duración del pulso y tiempos de pulso; así como la tem-
peratura, ósmosis y estado celular; y la concentración de plásmido de ADN, se 
han considerado esenciales para la efectividad de la electroporación. 

La transferencia del material genético exógeno hacia la célula puede ser 
obstruido por la pared celular, o la forma y el tamaño de las células, debido 
a lo anterior las condiciones de electroporación deben optimizarse indivi-
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dualmente para cada especie. Al momento de estandarizar la técnica para la 
electro-transformación debe considerarse que la resistencia del buffer de 
electroporación debe superar los 600 Ω, ya que la intensidad del voltaje pu-
diera superar la capacitancia del equipo. La concentración de sales o de buffer 
amortiguador incide directamente en la resistencia del mismo, a mayor con-
centración de éstas, menor es la resistencia y viceversa.

Esta técnica ha sido utilizada para transformar protoplastos de microal-
gas, mutantes deficientes de pared celular y otras células de algas con paredes 
delgadas. Sin embargo, se ha reportado la transformación exitosa de microal-
gas sin usar cepas mutantes de pared celular, como es el caso de Phaeodactylum 
tricornutum, ya sea por electroporación o electroporación de pulsos múltiples. 
En este caso, las células se cultivaron sin sílice, que probablemente influyó en 
la estructura de la pared celular. En general, reduciendo el grosor de la pared 
celular mejora la transformación de la microalga por electroporación.   

La formación de poros hidrofílicos estables o inestables depende princi-
palmente de la intensidad del campo eléctrico, el número de pulsos, el tiempo 
entre los pulsos, etc. Después de la aplicación del campo eléctrico externo que 
rodea el medio celular, los iones pueden moverse y acumularse como cargas 
en la superficie de la membrana celular. Esta acumulación de cargas puede 
crear un campo eléctrico dentro de la membrana celular. Como resultado, la 
intensidad del campo eléctrico generado dentro de la membrana celular es 
completamente diferente del exterior de la membrana celular. Esta diferencia 
de potencial se denomina potencial transmembrana (TMP), que es linealmen-
te proporcional al campo eléctrico externo y al diámetro de la celda.

Es importante elegir apropiadamente los promotores, terminado-
res y optimizar los codones, pues esto puede aumentar la eficiencia de la 
transformación. Existen reportes en los que se ha demostrado que las bajas 
concentraciones celulares, las bajas intensidades de luz y la transferencia de 
pequeños fragmentos de ADN producen mayor eficiencia de transformación, 
lo cual podría deberse a que las altas intensidades de luz reducen la funciona-
lidad del antibiótico y a que una alta concentración celular podría reducir el 
contacto de las células con las placas selectivas resultando en falsos positivos.

Usualmente el sistema básico de electroporación (Fig. 17.5) utiliza una 
gran cantidad de células (típicamente del orden de millones) que se colocan 
en una celda entre un par de electrodos (escala de mm a cm) en una cámara 
de aislamiento y se aplica un alto voltaje (de 50 a 1000 V cm-1). La desventaja 
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de este método es que una gran cantidad de células podrían dañarse o lisar-
se gravemente debido al estrés sometido, como calentamiento, generación de 
burbujas, cambio de valor de pH causado por un campo eléctrico ultra alto; 
todo esto provoca una baja viabilidad celular y baja eficiencia de transfección.

Figura 17.5. Sistema de electroporación (Modificado de Chang, 2018).  

Recientemente en una investigación se transformó el núcleo de Euglena 
gracilis mediante electroporación obteniendo la mayor cantidad de transfor-
mantes usando un voltaje de pulso de 3 kV y 20 μg de ADN plasmídico por 
transformación. Sin embargo, la frecuencia de transformación fue baja en 
comparación con la electroporación realizada con otras algas como Nanno-
chloropsis gaditana y Scenedesmus obliquus, lo cual puede deberse a que en 
estas últimas microalgas se utilizaron enzimas digestivas y proteolíticas para 
degradar la pared celular y hacerlas más permeables.

Lo anterior demuestra que para tener una mayor eficiencia de trans-
formación es necesario pre-tratar la pared celular de las microalgas antes de 
realizar la electro-permeabilización; sin embargo, esto puede complicarse pues 
no todas las microalgas están caracterizadas y por lo tanto no se tiene la infor-
mación completa de la composición de la pared celular por lo que las enzimas 
a utilizar para degradar esta serían diferentes según la especie. Por ejemplo, 
para C. reinhardtii se ha reportado el uso de lisina y para Chlorella vulgaris se 
ha utilizado lizosima. A pesar de las desventajas anteriormente mencionadas, 
la electroporación es uno de los métodos más eficientes, produciendo hasta 
100 veces más transformantes comparado con el método de transformación 
por cuentas de vidrio.
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Protocolo para la transformación genética por electroporación

A continuación, se presenta un protocolo para la electroporación de 
la microalga Neochloris oleoabundans.

1.	 Crecer un cultivo de N. oleobundans hasta una DO de 0.4-0.5 (a 750 nm). 
2.	 Centrifugar las células a 1,000 g por 10 min, retirar el medio de cultivo 

hasta dejar un volumen máximo de 5 mL. Transferir 500 µL del cultivo 
concentrado a un tubo de 1.5 mL. 

3.	 Centrifugar a 14,000xg por 10 min. Decantar el exceso de medio de culti-
vo y lavar la pastilla celular con 500 µL de buffer de electroporación (500 
mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM CaCl2, 20 mM HEPES, 200 mM Manitol, 
200 mM Sorbitol, pH 7.6).

4.	 Resuspender las células con vortex. Centrifugar nuevamente el cultivo y 
decantar el exceso de buffer. Resuspender la pastilla celular en 60 µL de 
buffer de electroporación.

5.	 Agregar de 5 a 20 µg de ADN plasmídico a la pastilla celular del paso 
anterior. 

6.	 Transferir el volumen total de las células junto con el ADN plasmídico a 
las celdas de electroporación y dejar incubar en hielo por 5 min.

7.	 Configurar el electroporador a 0.7 kV cm-1 y 2 ms de duración, colocar la 
celda en el electroporador y dar el pulso eléctrico.  

8.	 Incubar la celda en hielo durante 5 min, posteriormente agregar 350 µL 
de caldo nutritivo (Nutrient Broth, NB, por sus siglas en inglés) y mez-
clar.

8.	 Transferir el cultivo a un tubo de 1.5 mL y dejar incubando al menos 30 
min en agitación constante a 27°C. 

9.	 Tomar 25 µL del cultivo y sembrar en medio NB con antibiótico.  
10.	 Dejar incubando a 27°C con fotoperíodo de 16:8 h luz: oscuridad hasta el 

desarrollo de colonias.   
11.	 Después de varias resiembras corroborar mediante PCR la presencia del 

gen de interés. 
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Transformación utilizando cuentas de vidrio

Otro de los métodos para transferir material genético a una microalga es me-
diante la agitación por perlas o cuentas de vidrio. Se considera un proceso 
simple, de bajo costo y no es necesario el uso de equipos especializados. La 
permeabilización de las células es obtenida mediante la agitación en presencia 
de ADN, perlas de vidrio y Polietilenglicol (PEG) pues se ha demostrado que 
el PEG mejora la eficiencia de transformación de 5 a 12 veces más en células 
de Chlamydomonas deficientes de pared celular. Esta técnica fue desarrollada 
originalmente para levaduras, sin embargo, ha sido utilizada para la transfor-
mación de mutantes deficientes en la pared celular o células de tipo silvestre de 
Chlamydomonas después de la degradación enzimática de la pared celular. Los 
métodos de agitación generalmente emplean de 30-100 millones de células 
microalgales en un volumen de 0.4 mL, 300 mg de perlas de vidrio (500 µm de 
diámetro), un 5-13% de solución de PEG (peso molecular 4,000-8,000 kDa) 
y ADN del plásmido de interés (25-50 µg). Se ha demostrado que el método 
de perlas de vidrio es más eficiente para transformar el núcleo de Dunaliella 
salina obteniendo un 5.9% de eficiencia de transformación comparado con 
el método de electroporación (cerca del 2%) y por balística (menos del 1%). 
Además, se ha observado que el número de transformantes depende de las 
concentraciones de PEG variando entre 3.5 y 5%. 

El método de perlas de vidrio también puede combinarse con el de 
electroporación, en la figura 17.6 se muestra el uso de perlas de vidrio como 
pre-tratamiento de la pared celular y posteriormente electroporación de las 
células de Thraustochytrid. 
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Figura 17.6. Método de transformación con cuentas de vidrio y electroporación.

Un protocolo similar, utilizando carburo de silicio (SiC) en lugar de 
cuentas de vidrio para perforar células ha tenido éxito en microalgas con pa-
red celular en cepas de C. reinhardtii, produciendo una eficiencia de hasta 10-5 
microalgas transformantes con pared celular y hasta 10-4 transformantes en 
cepas sin pared celular. A diferencia de la agitación de las células con perlas 
de vidrio, agitando con SiC durante 10 minutos dan como resultado poca pér-
dida en la viabilidad celular. Sin embargo, a pesar de que la viabilidad celular 
después de la agitación es mejor, debido a la baja eficiencia de transformación, 
alto costo de materiales y problemas de salud asociados con el manejo del SiC 
generalmente se prefiere el uso de las cuentas de vidrio.

Protocolo para la transformación genética  
utilizando cuentas de vidrio

Se presenta un protocolo para transformar el núcleo de C. reinhardtii 
mediante cuentas de vidrio.

Células de Trhaustochytrid
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1.	 Crecer las células de Chlamydomonas en medio mínimo (HS) hasta una 
densidad de 1-2 x 106 células/mL.

2.	 Recolectar las células por centrifugación a 5000 rpm por 5 min.
3.	 Resuspender las células en medio sin nitrógeno a una relación v/v 1/100.
4.	 Añadir en un tubo 300 µL de células, 100 µL de polietilenglicol al 20%, 

1-2 µg ADN linealizado y 300 mg de perlas de vidrio estériles.
5.	 Agitar vigorosamente en vórtex 15-30 segundos.
6.	 Plaquear en medio selectivo e incubar a 25 °C, con un fotoperiodo de 16h 

luz/ 8h oscuridad.
7.	 Las colonias transformantes aparecerán a los 6 días de su cultivo.
8.	 Corroborar mediante PCR la presencia del gen de interés. 

Transformación de cloroplastos

Es generalmente aceptado que el cloroplasto de las células vegetales y de algas, 
evolucionó de una bacteria fotosintética que se estableció por endosimbiosis 
dentro de una célula huésped eucariota no fotosintética hace más de mil millo-
nes de años. Desde entonces, el genoma de esta bacteria ha experimentado una 
reducción en la complejidad, ya sea por la pérdida de genes o la transferencia 
de genes al núcleo del huésped, de modo que los cloroplastos modernos poseen 
múltiples copias de un genoma circular pequeño (120-200 kb) que comprende 
unos 100-250 genes. La mayoría de estos genes codifican componentes del apa-
rato de transcripción-traducción del cloroplasto o componentes centrales del 
aparato fotosintético. Estos productos genéticos son homólogos a los que se en-
cuentran en las cianobacterias actuales, también así la disposición y la expresión 
de los genes también reflejan la ascendencia procariota del cloroplasto.

Estas características convierten al cloroplasto en un objetivo atractivo 
para la ingeniería genética ya que el nivel de ploidía es extremadamente alto. 
La inserción de genes en el cloroplasto posibilita la expresión de estos a niveles 
elevados, dando como resultado la obtención de proteína recombinante en 
mayor cantidad. Un dato importante de esta transformación es que los trasn-
génes se integran en los genomas del cloroplasto por recombinación homóloga 
y no se ven afectados por el silenciamiento génico, también es importante 
mencionar que no existe “efecto de posición” un fenómeno muy común en 
la transformación nuclear. El cloroplasto tiene la capacidad de expresar múl-
tiples trangénes a partir de un solo operón como resultado de la traducción 
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eficiente de ARN mensajero policistrónico (ARNm) en el plástido. A la fecha, 
la balística y la captación de ADN inducida por polietilenglicol (PEG) produ-
cen una transformación estable de plastidios.

La primera transformación exitosa de cloroplasto se reportó en Chla-
mydomonas reinhardtii; su cloroplasto abarca el 40% del volumen de toda la 
célula. La transformación de cloroplasto tiene numerosas aplicaciones como 
la producción de proteínas terapéuticas, vacunas y sobreexpresión de enzimas.

Para la transformación del cloroplasto es de gran ayuda la elección de un 
gen reportero o un agente selectivo pues indica probables transformantes, lo 
cual reduce la búsqueda de clonas transplastómicas. Los genes de resistencia 
mayormente utilizados son el gen aadA (aminoglucósido adeniltransferasa) 
que confiere resistencia a la espectinomicina y la estreptomicina, los genes 
nptII y aphA-6 (aminoglucósidos- fosfotransferasa) resistencia a kanamicina 
y el gen badh (betaína aldheído deshidrogenasa) en combinación con betaína 
aldehído también es utilizada como agente de selección.

Los vectores de transformación de cloroplasto se desarrollan de manera 
que se logre la expresión del gen de interés mediante recombinación homóloga, 
en una ubicación determinada y precisa en el plastóma o ADN de cloroplasto. 
Cuando el ADN que contiene la secuencia de interés se inserta a los plásmidos, 
solo se transforman unas pocas copias del plastóma, lo que resulta en una trans-
formación heteroplasmática; sin embargo, mediante el subcultivo de las células 
bombardeadas in vitro bajo selección, todas las copias del plastóma contendrán 
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el transgén que conduce al estado de homoplastía, donde todos los plastómas 
del cloroplasto presentes en la célula estarán transformados (Figura 17.7).

Figura 17.7. Diagrama representativo de la transformación de cloroplasto. Diseño simple de 
un vector de transformación para cloroplasto, donde el casete de selección y de expresión se 
coloca entre dos regiones específicas del plástido. Estas regiones se toman de plástidos WT 
(no transformados) cuyo plastóma será manipulado, esto permitirá un evento cruzado que 

integrará las secuencias de ADN entre ellas. Las flechas moradas en el vector de expresión de 
cloroplasto representan promotores (P) y la dirección de la transcripción; los recuadros rojos 
corresponden a los terminadores (T). Las regiones no traducidas (UTRs) están representadas 

por círculos blancos y las líneas delgadas entrecruzadas simbolizan la recombinación ho-
móloga. Al final se observan dos células vegetales, una heteroplásmica y otra homoplásmica 

(Adaptado de Adem et al., 2017).

Como se mencionó anteriormente el organismo pionero para la clona-
ción exitosa en el cloroplasto fue la microalga Chlamydomonas reinhardtii 
dando lugar a una gran cantidad de publicaciones reportando la producción de 
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diferentes proteínas recombinantes (Tabla 17.3). Debido a los resultados satis-
factorios se ha observado un creciente interés en otras especies de microalgas 
como potenciales productores de proteínas recombinantes, un ejemplo de ello 
es la microalga Chlorella vulgaris utilizado como alimento en la acuacultura 
debido a su alto contenido proteico y de ácidos grasos. Debido a su rápido 
crecimiento y bajo costo es un candidato prometedor para su uso como bio-
rreactor para la producción a gran escala de proteínas de alto valor agregado.

Otra microalga de interés biotecnológico es Scenedesmus ya que se ha re-
portado que la trasformación del cloroplasto de S. obliquus y S. acutus es un 
blanco potencial para la modificación genética. Nannochloropsis oculata es 
una microalga unicelular utilizada como alimento para peces, la cual pre-
senta un solo cloroplasto; en esta microalga se han realizado modificaciones 
genéticas para producir bactericidas para que los peces se protejan de patógenos 
sin necesidad de utilizar antibióticos.

Tabla 17.3. Proteínas recombinantes expresadas en microalgas 
(Tomado y modificado de Barrera y Mayfield, 2013).

Proteína Fuente original del gen Plataforma de expresión
Dominio C-terminal del antígeno 
principal apical AMA1 fusionado a 
una almidón sintasa (GBSS)

Plasmodium berghei Chlamydomonas reinhardtii

Dominio C-terminal de la proteína 
principal de superficie (MSP1) 
fusionada con una almidón sintasa 
(GBSS)

Plasmodium falcipirum Chlamydomonas reinhardtii

Dominio de unión D2 de fibronectina 
de Staphylococcus aureus fusionado 
con la subunidad B de la toxina del 
cólera (CTB-D2)

Staphylococcus aureus, 
Vibrio cholerae Chlamydomonas reinhardtii

Proteína 1 del grupo de alta movilidad  
(HMGB1) Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii

Factor de crecimiento endotelial 
vascular (VEGF) Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii

Anticuerpo IgG1 (83K7C) Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii
Ácido glutámico descarboxilasa 65 
(hGAD65) Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii
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Proteína Fuente original del gen Plataforma de expresión
Proteína amiloide A sérica bovina 
(M-SAA) Bos taurus Chlamydomonas reinhardtii

Proteína E2 del virus de la peste 
porcina (CSVF-E2)

Virus de la peste porcina 
clásica Chlamydomonas reinhardtii

Metalotioneína-2 (hMT-2) Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii
Anticuerpo monoclonal HSV8-lsc Homo sapiens Chlamydomonas reinhardtii
Subunidad B de la toxina del cólera 
fusionada con la proteína VP1 del 
virus de la fiebre aftosa (CTBVP1)

Vibrio cholerae, virus de 
la fiebre aftosa Chlamydomonas reinhardtii

Protocolo para la transformación de cloroplastos  
de microalgas por el método de biobalística.

La transformación por balística se realiza mediante el uso de una pistola de 
partículas (genes) en una cámara de vacío, utilizando procesos físicos para 
transferir el ADN a las células vivas. Debido a la ausencia de restricciones 
biológicas, la transformación por balística no se limita a tipos celulares, es-
pecies o genotipos específicos, tampoco existen limitaciones en los vectores 
o en el tamaño de ADN a insertar, secuencia o conformación. El principio 
físico en el que se basa este tipo de transformación representa una tecnología 
de transformación genética universal y se ha utilizado con éxito en casi todos 
los grupos de organismos. La balística (también llamada biobalística) brinda 
la oportunidad de transformar de manera estable los genomas pequeños de los 
dos orgánulos celulares que contienen ADN, mitocondrias y plástidos.

El método de biobalística se basa en la utilización de microproyecti-
les de oro o tungsteno recubiertos con el ADN que se desea transferir y que 
son disparados sobre los cultivos a altas velocidades, atraviesan la pared y la 
membrana celular y llevan al interior de la célula los genes de interés para su 
posterior integración en el genoma. En esta sección se describen los diferentes 
pasos de un protocolo de biobalística para la transformación de microalgas .

Preparación de cultivos para la balística

La cepa que se desea transformar deberá ser cultivada en medio líquido de 
acuerdo con las necesidades nutrimentales de la microalga seleccionada. El 
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cultivo debe encontrarse en fase exponencial el día que se llevará a cabo el 
disparo con el equipo de balística.  

Preparación de la suspensión de micropartículas de oro

Las partículas de oro que se utilizan para el bombardeo deben ser preparadas 
por lo menos con un día de anticipación. 

1.	 Pesar 50 mg de partículas de oro 0.6μm (Bio-Rad) en un tubo de 1.5 mL. 
2.	 Agregar 1 mL de etanol grado reactivo al 100% y mezclar en vortex du-

rante 3 minutos, centrifugar a 13,000 rpm durante 5 min.
3.	 Descartar el sobrenadante y añadir 1 mL de etanol grado reactivo al 70%, 

mezclar con vortex durante 2 min. 
4.	 Incubar a temperatura ambiente por 15 min, agitando cada 5 min.
5.	 Centrifugar por 3 minutos a 13,000 rpm y descartar el sobrenadante.
6.	 Agregar 1 mL de agua estéril, y mezclar con vortex durante 1 min, hasta 

que las partículas queden suspendidas completamente.
7.	 Dejar a temperatura ambiente durante 1 min para permitir que las partí-

culas sedimenten en el fondo.
8.	 Centrifugar durante 2 min a 13,000 rpm y descartar el sobrenadante.
9.	 Repetir el lavado cinco veces, o hasta que la pastilla se suspenda con 

facilidad. 
10.	 Finalmente agregar 850 µL de glicerol al 50%. La suspensión de partícu-

las de oro preparadas se almacena a -20°C hasta el momento de usarlas.

Cobertura de partículas de oro con el ADN de interés 

1.	 Mezclar en vortex la suspensión de partículas de oro previamente pre-
paradas 

2.	 Tomar 50μL de estas partículas y en estricto orden agregar: 10 μL de ADN 
plasmídico (a una concentración 1 μg/μL), 50 μL de CaCl2 2.5M recién 
preparado y 20μL de espermidina 0.1M; después de añadir cada solución 
agitar con vortex durante 5 segundos, posteriormente mezclar con vortex 
durante 20 min a 4°C.

3.	 Agregar 200 μL de etanol absoluto a temperatura ambiente y mezclar en 
vórtex durante 5 s.
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4.	 Centrifugar durante 30 s a 13,000 rpm. 
5.	 Desechar el sobrenadante y repetir los lavados con etanol 5 veces.   
6.	 Suspender las partículas en 35μL de etanol al 100% y dejar en hielo hasta 

su uso. 

NOTA: Este material es suficiente para 6 bombardeos y debe ser preparado el mismo día que se 
realizará el experimento. Macro y micro acarreadores, así como los discos de ruptura se esteri-
lizan con etanol absoluto por 10 minutos. Dejar secar antes de usar (Figura 17.8).

Condiciones de biobalística para microalgas

�	 Discos de ruptura: 1100 psi
�	 Distancia: 9 cm
�	 Vacío: 15 pulgadas Hg
�	 Partículas de oro: 1 μm de diámetro

Figura 17.8. Esquema del equipo de biobalística, el diseño permite modificar 
las condiciones de disparo. 

Disco de ruptura
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Resultados esperados de la técnica de balística.

Posterior al bombardeo es necesario esperar 3 días para resembrar las microal-
gas en medio selectivo, después de la segunda resiembra se podrá empezar a 
descartar las clonas no resistentes, pues estas no sobrevivirán a la exposición 
del agente de selección. Las resiembras deben llevarse cada 15 días, después de 
la resiembra número 5 las cepas resistentes se crecen en medio líquido para 
comenzar con la caracterización molecular de las transformantes. Un primer 
análisis consiste en una PCR (reacción en cadena de la polimerasa).

Debido a qué se conoce la longitud y la secuencia de nucleótidos que se 
insertó en el genoma del cloroplasto, es posible diseñar oligonucleótidos espe-
cíficos que ayudarán a amplificar el transgén, comprobando de esta manera la 
presencia del gen de interés (Fig. 17.9).

Figura 17.9. Esquema del análisis de un gel por electroforesis para la identificación de un 
fragmento de 230 pb donde MPM: marcador de peso molecular; B: blanco de reacción; WT: 
cepas no transformadas de la microalga de elección; +: Plásmido utilizado para la transfor-

mación; P: Muestra problema.
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Obtención de clonas homoplásticas

Cuando ocurre la transformación en los plástidos, solo algunas copias en el 
ADN del cloroplasto contienen la secuencia objetivo, a lo que se le conoce 
como transformación heteroplásmica. Eventualmente todas las copias de 
ADN del plastóma con las resiembras consecutivas en medio selectivo adqui-
rirán el transgén en todas las copias del plastóma, esto permitirá la obtención 
de clonas homoplásticas. 

Esta identificación puede llevarse a cabo también mediante PCR, utili-
zando oligonucleótidos que hibriden en genes constitutivos localizados río 
arriba y río abajo del sitio de inserción esperado (Fig. 17.10). 

Figura 17.10. Esquema del análisis de homoplastia de la microalga de elección, se muestra en 
la imagen MPM: marcador de peso molecular; B: blanco de reacción; WT (cepa no transfor-

mada de la microalga de elección); P: cepa transformada y homoplástica. 
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Proteínas recombinantes producidas en microalgas

Péptidos hipocolesterolémicos

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un problema de salud públi-
ca por su alta prevalencia y constituyen la principal causa de muerte de la 
población adulta en la mayoría de los países. Aunque las tasas de mortali-
dad cardiovasculares han disminuido en países altamente desarrollados en las 
últimas décadas, las muertes y las enfermedades cardiovasculares han aumen-
tado a un ritmo acelerado en los países subdesarrollados y en desarrollo. Entre 
otros factores, las enfermedades cardiovasculares se correlacionan principal-
mente con hipercolesterolemia.  

Las hipercolesterolemias o también llamadas “dislipidemias” son una 
serie de enfermedades que se caracterizan por una alteración en los niveles 
sanguíneos del colesterol total, y/o del colesterol HDL (High Density Lipopro-
tein) y/o del colesterol LDL (Low Density Lipoprotein), y que algunas veces se 
acompaña, además, de niveles altos de triglicéridos. Las hipercolesterolemias 
pueden ser genéticas y se caracterizan por niveles especialmente elevados de 
colesterol y/o triglicéridos. También pueden ser secundarias a dietas inade-
cuadas, altas en grasas, especialmente saturadas y ácidos grasos trans; estos 
últimos están presentes en los denominados aceites animales o hidrogenados. 
Además, las personas con hipotiroidismo no tratado, enfermedades renales 
y diabetes mellitus pueden presentar dislipidemias. El tratamiento contra la 
hipercolesterolemia generalmente implica costos debido a la medicación con-
tinua y a las restricciones dietéticas a largo plazo. Durante mucho tiempo se 
ha trabajado en el desarrollo de nuevos medicamentos o en la explotación de 
los péptidos bioactivos presentes en los alimentos, que puedan ayudar en la 
prevención de las enfermedades. 

Las proteínas presentes en la dieta son tradicionalmente conocidas como 
fuentes de energía y aminoácidos esenciales para el crecimiento y manteni-
miento de diversas funciones corporales. En los últimos años, las proteínas de 
los alimentos han adquirido un valor agregado debido al conocimiento de la 
actividad de los péptidos fisiológicamente activos. La actividad de dichos pép-
tidos está basada en la composición de sus aminoácidos y su secuencia. De 
manera particular, las proteínas que se encuentran en la leche son consideradas 
la mayor fuente de péptidos bioactivos y son los más estudiados, dentro de los 
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péptidos derivados de la leche se encuentran los péptidos identificados como 
hipercolesterolémicos tales como lactostatina (IIAEK), enterostatina (VPD-
PR), DPR y LPYP; cada uno con mecanismos de acción diferente (Tabla 17.4).

Tabla 17.4: Secuencias de aminoácidos de péptidos reportados con actividad hipocolesterolé-
mica (Modificado de González-Ortega et al., 2014).

Secuencia Referencia
VPDPR Takenaka et al., 2000
GLDIQK Nagaoka et al., 2001
VYVEEKPTPEGDLEILLQK Nagaoka et al., 2001
ALPMH Nagaoka et al., 2001
IIAEK Nagaoka et al., 2001
LPLPR Takenaka et al., 2001
LPYP Takenaka et al., 2000
WGAPSL Zhong et al., 2007

La lactostatina (Ile-Ile-Ala-Glu-Lys: IIAEK) fue el primer pentapéptido 
identificado como hipocolesterolémico y es derivado de la beta-lactoglobu-
lina de la leche bovina. Actúa disminuyendo en suero lipoproteínas de baja 
densidad y tiene una mayor actividad hipocolesterolémica que el β-sitosterol, 
un fármaco conocido para el tratamiento de la hipocolesterolemia. Se ha 
propuesto que el mecanismo de acción es el siguiente: cuando el péptido lac-
tostatina llega al hígado, regula la concentración de calcio intracelular, esta 
concentración está relacionada con la señalización de las MAPK; un grupo 
de ubiquitinas quinasas que al ser fosforiladas activan la enzima colesterol-
7-hidroxilasa, involucrada en la ruta de síntesis del colesterol, dando como 
resultado el aumento de su actividad, oxidándose para formar sales biliares. 
Las sales biliares se secretan al intestino y se conjugan con los lípidos que se 
encuentran en él para formar micelas, éstas se absorben a través de las células 
de las mucosas intestinales por difusión pasiva para formar quilomicrones, 
en el sistema linfático estos quilomicrones permiten la captura del colesterol, 
principalmente el colesterol LDL.

Debido a que la síntesis química de péptidos es muy cara y difícil de esca-
lar y a que se ha demostrado que la lactostatina es una molécula prometedora 
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para la prevención de la hipercolesterolemia, se ha planteado que las microal-
gas son un enfoque prometedor alterno para ser utilizadas como fábricas de 
péptidos mediante el uso de técnicas de ingeniería genética. Además de la lac-
tostatina, otros péptidos hipocolesterolémicos se han expresado en diversas 
plataformas (Tabla 17.5).

Tabla 17.5: Péptidos hipocolesterolémicos producidos en diferentes sistemas de expresión 
(Modificado de González-Ortega et al., 2015).

Péptido Sistema 
de expresion Producción Prueba de funcionalidad Referencia

IIAEK Arroz 2 mg/g de semilla seca

Efecto hipocolesterolémicos 
después de la administración oral 
en ratas a una dosis de 300 mg 
kg-1 de peso corporal / día

 Cabanos et al., 2013

IIAEK Arroz 1.6 mg/g de semilla 
seca

Efecto hipocolesterolémicos 
después de la administración oral 
en ratas a una dosis de 300 mg 
kg-1 de peso corporal / día

Wakasa et al., 2011

IIAEK E. coli 29.9% de Proteína 
Total Celular No reportado Prak y Utsumi, 2009

VPDPR E. coli 20% Proteína Total 
Celular

Efecto hipocolesterolémicos 
después de la administración oral 
en ratones a una dosis de 100 mg 
kg-1 de peso corporal / día  

Takenaka et al., 2000, 
2003

LPYPR Soya 0.2 % Proteína Total 
Soluble No reportado Nishizawa et al., 2008

LPLPR E. coli 20% Proteína Total 
Celular Contracción del íleo en cerdos Takenaka et al., 2001

LPYPR E. coli 15% Proteína Total 
Celular No reportado Takenaka et al., 2000

DPR E. coli 15% Proteína Total 
Celular

Efecto hipocolesterolémicos 
después de la administración oral 
en ratones a una dosis de 50 mg 
kg-1 de peso corporal / día  

Takenaka et al., 2004, 
2003   

IIAEK C.
reinhardtii

2.2 a 5.5% Proteína 
Total Soluble No reportado López-Limón et al., 

2014
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Se ha publicado el diseño de un gen sintético optimizado para la trans-
formación del cloroplasto de C. reinhardtii, el cual contiene nueve repeticiones 
en tándem del péptido lactostatina y una etiqueta de histidina para facilitar su 
caracterización. Dicho gen fue clonado en los vectores p463 y p464, los cuales 
son específicos para el cloroplasto de C. reinhardtii. El vector p463 contiene 
el promotor rbcL mientras que el vector p464 contiene el promotor atpA. Las 
construcciones obtenidas fueron confirmadas por PCR, perfil de restricción 
y secuenciación. Estas construcciones fueron utilizadas para transformar el 
cloroplasto de la microalga mediante biobalística. Las posibles transformantes 
fueron seleccionadas después de 5 rondas de selección en medio con espec-
tinomicina (100 mg/L). Después de la extracción de ADN genómico, las 
transformantes se identificaron por PCR y se cuantificó la proteína recombi-
nante por ensayo de ELISA obteniendo una producción de entre 2.2 a 5.5% 
de proteína total soluble recombinante utilizando el vector p463 y p464, res-
pectivamente. También fue posible identificar a la proteína por ensayos de 
Western blot. Para aumentar la presión de selección, en cada resiembra de las 
microalgas transformadas se fue incrementando la concentración de espec-
tinomicina, siendo capaces de crecer hasta en 1500 mg/L de este antibiótico. 
Estos resultados demuestran que el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii 
puede servir como una plataforma de expresión para la producción de pép-
tidos con actividad hipocolesterolémica. Sin embargo, aún no se reporta la 
funcionalidad de dicho péptido. 

Péptidos antihipertensivos

La hipertensión arterial (HTA) es un factor de riesgo de alta prevalencia de las 
enfermedades cardiovasculares (ECV). Se estima que cerca de 1.13 billones de 
personas padecen hipertensión. El término “hipertensión arterial” se refiere a 
la elevación crónica de la presión sanguínea sistólica, se produce cuando el co-
razón se contrae; la presión diastólica, se produce cuando el músculo cardíaco 
se relaja entre un latido y otro; cuanto más alta se mantiene la presión (sistólica 
o diastólica) mayores son la morbilidad y la mortalidad de las enfermedades 
cardiovasculares.

Los valores normales de ambas presiones, sistólica y diastólica, son par-
ticularmente importantes para el funcionamiento eficiente de órganos vitales 
como el corazón, el cerebro o los riñones y para la salud, y el bienestar en 
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general. La HTA se está convirtiendo en un problema de salud cada vez más 
común debido al aumento de la longevidad y la prevalencia de los factores que 
contribuyen a su desarrollo como la obesidad, la inactividad física y la dieta 
poco saludable. Dentro de las estrategias que se siguen para el tratamiento de 
la HTA se encuentran una variedad de modificaciones en el estilo de vida del 
paciente que incluyen la pérdida de peso en personas con sobrepeso, la acti-
vidad física, la moderación de la ingesta de alcohol, en el consumo de frutas 
y hortalizas frescas y la reducción de la ingesta de grasa saturada y sodio en 
la dieta. La decisión de iniciar un tratamiento farmacológico depende de los 
niveles de la presión arterial y del riesgo cardiovascular global del paciente.

Los principales medicamentos utilizados para el tratamiento de reduc-
ción de la presión arterial son los siguientes: diuréticos, betabloqueantes, 
antagonistas del calcio, inhibidores de la ECA (Enzima Convertidora de 
Angiotensina), antagonistas de la angiotensina II y bloqueadores alfa adrenér-
gicos. Algunos de estos medicamentos poseen ciertas contraindicaciones o se 
deben utilizar con precaución en ciertas condiciones (Tabla 17.6).

Tabla 17.6.- Contraindicaciones y precauciones de fármacos antihipertensivos (Modificado 
de WHO, Hypertension guidelines; 2019)

Fármaco Contraindicaciones Fármaco Precauciones

IECA
Embarazo
Hiperpotasemia
Estenosis bilateral de arteria renal

α- bloqueadores
Clonidina

Insuficiencia cardíaca congestiva
Síndrome de abstinencia

β bloqueadores

Bloqueo auriculoventricular de 
alto grado
Bradicardia severa
Enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica.
El fenómeno de Raynaud

Metildopa

Reserpina

Bloqueadores de 
canales de calcio

Hepatotoxicidad
Depresión
Úlcera péptica
Insuficiencia cardíaca congestiva

Además de los fármacos, en varios estudios se ha reportado que cier-
tos péptidos bioactivos presentan actividad antihipertensiva, los cuales se han 
obtenido a partir de las proteínas de distintos alimentos, tanto de origen ani-
mal como vegetal. Los principales péptidos antihipertensivos son aquellos que 
provienen de las proteínas derivadas de la leche y del huevo. 
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El primer péptido antihipertensivos reportado en el huevo fue un 
octapéptido con la secuencia de aminoácidos Phe-Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe-
Leu (FRADHPFL). Esta secuencia está presente en la ovoalbúmina, que es 
la proteína mayoritaria de la clara de huevo. El péptido en cuestión mostró 
actividad vasodilatadora parcialmente dependiente de endotelio en arterias 
mesentéricas caninas y se denominó ovokinina. La ovokinina mostró efectos 
antihipertensivos cuando se administró en ratas espontáneamente hipertensas 
(SHR) en dosis altas. El efecto antihipertensivo de este péptido se potenciaba 
cuando el péptido se administraba oralmente a las ratas emulsionado en yema 
de huevo. Se postuló que los fosfolípidos de la yema de huevo aumentaban la 
disponibilidad oral de la ovokinina porque mejoraban su absorción intestinal 
y porque protegían al péptido de la digestión por las peptidasas intestinales.

El segundo péptido aislado de las proteínas del huevo fue un hexapépti-
do con actividad relajante vascular que se caracterizó como el fragmento 2-7 
de la ovokinina; su secuencia es: Arg-Ala-Asp-His-Phe-Leu (RADHPF). Esta 
secuencia se purificó a partir de un hidrolizado de ovoalbúmina con quimio-
tripsina. Este péptido causa relajación del endotelio de las arterias mesentéricas 
de las ratas espontáneamente hipertensas. Esta relajación esta principalmente 
mediada por óxido nítrico. Se demostró que la presión arterial de las ratas SHR 
disminuía cuando se administraba por vía oral dosis de ovokinina (2-7) diez 
veces inferiores a las dosis eficaces de ovokinina. Se comprobó que la adminis-
tración intravenosa de ovokinina (2-7) no causaba cambios significativos en 
la presión arterial de las ratas SHR. La administración a concentraciones muy 
elevadas del péptido por esta vía sólo ocasionaba, paradójicamente, una leve 
disminución de esta variable.

Se ha intentado mejorar la actividad de los péptidos antihipertensivos 
administrados por vía oral mediante modificaciones estructurales. Se han sin-
tetizado, por ejemplo, algunos derivados de la ovokinina (2-7), entre ellos, 
podemos destacar el péptido Arg-Pro-Leu-Lys-Pro-Trp (RPLKPW) de-
nominado novokinina. Esta secuencia ha mostrado mayor actividad que la 
ovokinina (2-7) tras su administración oral a las ratas SHR. Las sustituciones 
de aminoácidos realizadas a este péptido le confieren, probablemente, mayor 
resistencia a las proteasas del tracto digestivo.

También se han reportado péptidos antihipertensivos en bacterias áci-
do-lácticas tales como Lactobacillus helveticus, Lactobacillus rhamnosus, 
Lactobacillus acidophilus o Lactococcus lactis subs. cremoris) en los que la 
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acción antihipertensiva se debe a la presencia de los péptidos formados por 
Val-Pro-Pro (VPP) e Ile-Pro-Pro (IPP) los cuales han demostrado su efecti-
vidad para disminuir la presión arterial en ratas hipertensas alimentadas con 
estos péptidos por 5 días.

A pesar de las ventajas que representan los péptidos antihipertensivos, la 
principal limitante que muestran es la baja concentración a la que se encuen-
tran en los alimentos y dificultades en los procesos de purificación debido a su 
bajo peso molecular. Estas limitantes han planteado la necesidad de desarro-
llar nuevos enfoques haciendo uso de la tecnología del ADN recombinante.  

Se han producido en Chlamydomonas reinhardtii péptidos antihiperten-
sivos mediante el diseño de un gen sintético con repeticiones en tándem del 
péptido VLPVP. Se confirmó por PCR la presencia del transgén en las cepas de 
C. reinhardtii modificadas genéticamente. Mediante análisis por ELISA, usando 
un anticuerpo anti-VLPVP, se determinó que la cantidad de péptido recombi-
nante en las microalgas fue entre 0.87 a 1.58 mg/ mL de proteína total soluble. 
Después de liofilizar la biomasa resultante se encontró que la producción más 
alta fue de 0.292 mg de proteína recombinante por mg de biomasa. Con dicha 
biomasa se simuló una digestión intestinal utilizando tres proteasas (pepsina, 
tripsina y quimiotripsina); el hidrolizado resultante se analizó por HPLC y se 
logró identificar al péptido VLVPV por comparación de los tiempos de reten-
ción con un estándar obtenido por síntesis química. Además, se demostró que 
la administración intragástrica de la biomasa de la cepa modificada genética-
mente a ratas espontáneas hipertensas a una dosis de 30 mg/Kg de peso de 
proteína recombinante redujo significativamente la presión arterial sistólica en 
6h. De igual manera, a la misma dosis, la proteína recombinante mostró un 
efecto inhibidor de la ECA en ensayos in vitro en plasma y pulmón macerado, 
lo que explicaría el mecanismo de acción de este péptido antihipertensivo. Este 
fue el primer estudio que mostró el potencial de C. reinhardtii para producir 
un péptido antihipertensivo como suplemento alimenticio para pacientes con 
hipertensión. Cabe señalar, además, que no se requirió un proceso de purifica-
ción del péptido para obtener una disminución en la presión arterial.

En C. reinhardtii se han expresado los péptidos RPLKPW, LKPNM, 
y AINPSK, los cuales han demostrado actividad antihipertensiva. En este 
trabajo se diseñó una proteína de fusión conteniendo los tres péptidos men-
cionados, unidos por varios aminoácidos correspondientes a los sitios de corte 
de las proteasas gastrointestinales más comunes. El gen que codifica para di-
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cha proteína de fusión se optimizó para su expresión en el cloroplasto de C. 
reinhardtii. Los análisis moleculares confirmaron la presencia del transgén 
insertado en el genoma del cloroplasto de la microalga. De los 3 péptidos in-
cluidos en la proteína de fusión, solo los péptidos RPLKPW y AINPSK fueron 
identificados por HPLC después de una digestión gastrointestinal in vitro 
usando la biomasa liofilizada. Se propone que el péptido LKPNM que no se 
identificó pudo ser degradado por proteasas. La actividad antihipertensiva fue 
evaluada usando el modelo de ratas espontáneamente hipertensas mediante 
administración intragástrica de la biomasa resuspendida en agua usando 10 
mg de proteína recombinante/ kg de peso. La mayor disminución de la presión 
arterial se observó a esta dosis después de 6h de administración.

Estos resultados sugieren que estas cepas transplastómicas podrían usar-
se para obtener una gran cantidad de péptidos antihipertensivos que podrían 
ser útiles para la producción de alimentos funcionales.

Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAM) forman parte importante del sistema in-
mune innato y se encuentran en distintos organismos, desde bacterias hasta 
mamíferos. Se conocen como sustancias polifacéticas que presentan complejos 
mecanismos de acción relacionados con la interacción del patógeno a través 
de su membrana, o afectando puntos específicos internos, como la replicación 
del ADN, la síntesis de proteínas, incluso interactuando con el huésped con 
funciones inmunomoduladoras de la regulación del proceso inflamatorio y de 
la cicatrización.  

Estos péptidos se singularizan por ser pequeños (entre 5 y 50 residuos 
de aminoácidos), altamente catiónicos y anfipáticos. Tienen amplio espectro 
y sus mecanismos de acción se caracterizaron en términos de interacciones 
péptido-membrana, induciendo la destrucción de la membrana a través de 
poros. Algunos PAM actúan solo contra las bacterias planctónicas, y otros que 
solo atacan a las bacterias que están organizadas en una estructura compleja, 
conocida como biofilm, que es responsable de la mayoría de las infecciones 
clínicas. Algunos péptidos tienen propiedades antivirales o antifúngicas, e in-
cluso actividad anticancerígena.

La generación de resistencia a los péptidos antimicrobianos es mucho me-
nor si se compara con la generada con los antibióticos convencionales, existen 
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mecanismos de resistencia de los PAM ya descritos, como la degradación de 
proteasas, la liberación de proteínas inhibidoras o los cambios de conforma-
ción de la membrana externa del patógeno. El estudio de estas sustancias ha 
permitido evidenciar su uso potencial en el ámbito clínico para contrarrestar 
los inconvenientes de la resistencia a los antibióticos. Los péptidos antimicro-
bianos muestran grandes expectativas para abordar el problema de resistencia 
a los antibióticos y antimicrobianos ya que es un motivo de preocupación 
mundial según datos y cifras de la OMS (Organización Mundial de la Salud), 
debido a que esta se produce cuando los microrganismos (bacterias, hongos, 
virus y parásitos) sufren cambios al verse expuestos a los antimicrobianos 
(antibióticos, antifúngicos, antivíricos, antipalúdicos o antihelmínticos). Los 
microorganismos resistentes a la mayoría de los antimicrobianos se conocen 
como ultrarresistentes. Como resultado, los medicamentos se vuelven inefica-
ces y las infecciones persisten en el organismo, lo que incrementa el riesgo de 
propagación a otras personas. 

Esto supone un gran riesgo de salud y una preocupación que requiere de 
medidas inmediatas pues al aparecer nuevos mecanismos de resistencia que se 
propagan a nivel mundial y ponen en peligro la capacidad para tratar enferme-
dades infecciosas comunes, con el consiguiente aumento de la discapacidad, 
la prolongación de la enfermedad y la muerte, esto supone un aumento en el 
costo de la atención sanitaria por la mayor duración de las hospitalizaciones y 
la necesidad de una atención más intensiva.

Mecanismos de acción de los péptidos antimicrobianos.

Las bacterias son los patógenos más estudiado para reconocer los mecanismos 
de acción y son responsables de infecciones clínicas frecuentes; actualmente 
hay un gran énfasis en las cepas ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococ-
cus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 
aeruginosa y Enterobacter especies), y otras especies multirresistentes. Las 
bacterias gram negativas tienen una membrana lipídica externa rica en lipo-
polisacáridos (LPS), una región intermedia compuesta de peptidoglicanos 
y una membrana lipídica interna que contiene cardiolipina en las regiones 
apicales. Las bacterias gram positivas tienen una gruesa matriz de peptidogli-
canos, enriquecidos en ácidos teicoicos y teicurónicos.
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Biológicamente, al inicio, los PAM interactúan con los fosfolípidos de la 
membrana de la célula huésped (Figura 17.11). 

Figura 17.11. Mecanismos de acción de los péptidos antimicrobianos. 
(Tomado y modificado de Téllez y Castaño, 2010).

A continuación, se enuncian los pasos de esta interacción primaria:

a) Interacciones peptídicas iniciales con la membrana diana. Los PAM 
inicialmente atacan a los microorganismos a través de interacciones elec-
trostáticas. Los PAM cargados positivamente y las membranas lipídicas de 
las bacterias cargadas negativamente forman un enlace mutuo y fuerte. En 
las bacterias gram negativas, la interacción implica un mecanismo llamado 
captación autopromocionada. Inicialmente reemplazan los cationes divalentes 
asociados con LPS y luego desestabilizan la membrana microbiana. Para los 
PAM, algunos estudios han sugerido que la afinidad de unión a LPS es tres 
veces mayor en comparación con los cationes divalentes. En bacterias gram 
positivas, la presencia de ácido teicoico cargado negativamente y el ácido tei-
curónico en la pared celular los sensibiliza a la capacidad de destrucción del 
PAM con carga positiva. El modelo de membranas ha demostrado el requisito 
de un gradiente electroquímico mínimo para la actividad óptima de los PAM.
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b) Eventos en membrana. Los PAM crean poros en la membrana del hos-
pedador que conducen a la filtración de iones y metabolitos, lo que causa la 
despolarización y la pérdida de la respiración acoplada a la membrana y la 
síntesis de biopolímeros. Estos eventos conducen a la muerte celular. En algu-
nos casos, la membrana del huésped sufre perturbaciones mínimas, pero los 
procesos intracelulares se interrumpen. 

c) Disfunción de membrana. Los mecanismos reconocidos por los cuales los 
PAM rompen la membrana de la bicapa lipídica de sus objetivos se describen 
a continuación (Figura 17.12): 

i.	 Poro en forma de barril. Los péptidos son lo suficientemente largos como 
para penetrar perpendicularmente en la membrana y formar un poro en 
forma de barril a través de la bicapa lipídica. El lumen central está com-
puesto por regiones hidrófobas del péptido rodeadas por la región media 
de la bicapa de fosfolípidos y la parte interior del canal está compuesta 
por regiones hidrófilas del péptido. 

ii.	 Poro en forma anular. El poro está compuesto en parte de péptido y 
fosfolípido ya que los PAM causan que los fosfolípidos de las dos capas 
formen una curvatura. Después de la acumulación de los péptidos, se 
dobla alrededor de un canal central que finalmente comprende el poro 
transmembrana. 

iii.	 Modelo de alfombra. Los PAM se unen electrostáticamente a la mem-
brana en una orientación paralela. Después de su acumulación, forman 
una estructura similar a una alfombra en la membrana de fosfolípido. 
Cuando alcanzan un umbral de concentración, se desintegran y permea-
bilizan la membrana mediante un proceso similar al detergente y forman 
micelas. 

d) Inhibición de la síntesis de biopolímeros extracelulares. La inhibición de la 
biosíntesis de algunos compuestos macromoleculares, incluyendo peptidogli-
canos (PGN) (en bacterias grampositivas) y LPS (en bacterias gramnegativas) 
como el componente principal de su pared celular y membrana externa, es un 
importante mecanismo de acción de los PAM. La biosíntesis de PGN está rela-
cionada estructuralmente con la integridad y la función de la membrana. Los 
PAM se unen a los precursores de PGN en lugar de a las enzimas que ayudan 
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en su síntesis e interfieren con otros procesos de formación de PGN al obstruir 
estéricamente la actividad de la enzima en lugar de afectar directamente la 
enzima. El objetivo deseado para los PAM es el lípido II, un importante pre-
cursor de la PGN, el PAM se une al lípido II por diferentes motivos de unión 
y, por consiguiente, inhibe la biosíntesis de la pared celular.

e) Inhibición de las funciones intracelulares. La inhibición de algunos pro-
cesos intracelulares clave, como la síntesis de ácidos nucleicos y proteínas, la 
interacción con ATP y la inhibición directa de las acciones de ciertas enzimas 
dependientes de ATP son otros mecanismos utilizados por las PAM para cau-
sar la muerte celular. 

Figura 17.12. La interacción péptido-membrana desemboca en la muerte del patógeno blan-
co. Modificado de Ciumac et al., 2019.

Clasificación de los péptidos antimicrobianos.

Los PAM son un grupo único y diverso de moléculas, que está dividido en 4 
subgrupos dado por su contenido de aminoácidos y estructura.

Grupo 1. Contiene péptidos antimicrobianos aniónicos y son muy pequeños. 
Se encuentran en extractos surfactantes, fluidos de lavados bronquio al-
veolares y células epiteliales del tracto respiratorio. Son activos contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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Grupo 2. Lo forman alrededor de 290 péptidos catiónicos y tienen un tamaño 
de 40 aminoácidos (PM aproximado de 4,000 Da); carecen de residuos 
de cisteína y algunas veces tienen una bisagra en el centro. En solución 
acuosa, muchos de estos péptidos no tienen estructura definida, pero 
en presencia de trifeniletanol, SDS, micelas, vesículas fosfolipídicas, li-
posomas o lípido A, toda la molécula o una parte de ésta adopta una 
estructura de α-hélice. 

Grupo 3. Dentro de esta categoría se encuentran aproximadamente 44 pép-
tidos catiónicos. Estos péptidos carecen de residuos de cisteína y son 
lineares, aunque algunos pueden formar estructuras de giros extendidos.

Grupo 4. Está formado por péptidos catiónicos y aniónicos, consta de 380 
péptidos los cuales contienen residuos de cisteína, forman enlaces disul-
furo y estructuras β-plegadas estables. Estos fragmentos tienen actividad 
antimicrobiana, sin embargo, su papel en la inmunidad innata no es claro. 

Otra clasificación para los péptidos antimicrobianos está en relación con 
los patógenos contra los cuales tienen mayor acción, dentro de esta clasifica-
ción están los antibacteriales, antifúngicos, antivirales y antiparasitarios. La 
acción de estos antimicrobianos es proporcional a sus mecanismos de acción.

El péptido antimicrobiano Flo, proveniente del árbol de Moringa oleifera se 
ha expresado en el cloroplasto de las microalgas Nannochloropsis oculata, Scene-
desmus acutus y Chlorella vulgaris, después de la transformación por biobalística 
se verificó la inserción del transgén por PCR y se comprobó la homoplastia en las 
líneas resistentes a espectinomicina. Los ensayos antimicrobianos demostraron 
que la proteína total soluble e insoluble de la cepa de N. oculata transformada 
es capaz de inhibir el crecimiento de las cepas ATCC de Staphylococcus aureus 
y Escherichia coli. Aunque la meta de utilizar nuevas alternativas para la pro-
ducción de péptidos antimicrobianos que puedan ser útiles como coadyuvantes 
en la terapia con antibióticos o su completa sustitución para reducir la multi-
resistencia aún es lejana; estos resultados son prometedores y demuestran que la 
transformación del cloroplasto de estas 3 especies de microalgas funciona como 
una plataforma de expresión estable para la producción del péptido Flo con po-
tencial para ser utilizado como antibacteriano.
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Enfoques emergentes sobre la producción  
de proteínas recombinantes en microalgas

El uso de microalgas como biofábricas de proteínas recombinantes es una 
aplicación industrial novedosa y prometedora. Sin embargo, existen ciertos 
puntos que dificultan la producción recombinante y sobre los cuales se está 
trabajando. Actualmente, la velocidad a la que se pueden producir y probar 
nuevas líneas transgénicas de microalgas es un punto de inflexión ya que la 
gran mayoría de la investigación referente a la expresión recombinante en el 
cloroplasto implica construcciones de un solo gen utilizando enfoques conven-
cionales de clonación basados en enzimas de restricción, lo cual incrementa el 
tiempo de obtención de transformantes. Con los nuevos avances sobre la apli-
cación de los principios de la biología sintética a la ingeniería de plastómas, en 
un futuro cercano se podrán contar con estrategias de diseño más ambiciosas 
que implican un rediseño in silico extenso del plastóma. Con este rediseño 
se podría editar el genoma del plastóma en diversas formas como: elimina-
ción de porciones de ADN no esenciales, la refactorización o reestructuración 
de los genes endógenos esenciales en grupos funcionales y manipulación de 
múltiples transgenes en diferentes loci. El ensamblaje y la entrega de tales ge-
nomas sintéticos es técnicamente factible, lo cual se demostró al trabajar con 
el plastóma de C. reinhardtii, que fue ensamblado en una levadura para pos-
teriormente transformar células de C. reinhardtii mediante bombardeo con 
micropartículas. Este sistema permite la generación de modificaciones genéti-
cas simultáneas, sistemáticas y complejas en múltiples loci in vivo. Ahora bien, 
el desafío es desarrollar estrategias de selección que permitan el reemplazo 
limpio del plastoma endógeno con la versión sintética sin eventos de recom-
binación indeseables.

Otro desafío es mejorar significativamente el rendimiento del producto 
mediante el uso de elementos cis sintéticos para impulsar la expresión. Ac-
tualmente, los promotores y las UTR 5´ utilizados para expresar transgenes 
se derivan de genes fotosintéticos endógenos. En algunos casos, los niveles de 
expresión pueden mejorarse utilizando el promotor más fuerte del gen para el 
RNA ribosómico 16S fusionado a la UTR 5´ de un gen fotosintético. Incremen-
tar los estudios sobre el diseño de promotores sintéticos y UTR, además de un 
mejor conocimiento de las reglas de optimización de codones, incrementarán 
el rendimiento promedio de proteína recombinante desde el valor actual de ~ 
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1% TSP al nivel >10% requerido para una plataforma comercial. Este aumento 
en el rendimiento debe ir acompañado de mejoras en la producción de biomasa 
de algas fototróficas para que la plataforma sea comercialmente competitiva. 
Dichas mejoras serán el resultado de una combinación de optimización de me-
dios de cultivo, mejoras en el diseño del fotobiorreactor (PBR) y domesticación 
de la cepa, por ejemplo, la selección de mutantes con un tamaño reducido de 
antenas cosechadoras de luz que muestran una mayor productividad en PBR 
como consecuencia de una mayor penetración de la luz.

Por otra parte, el uso de antibióticos para recuperar líneas transgénicas 
se considera un cuello de botella hacia la comercialización, ya que además 
de las preocupaciones de seguridad, la expresión de genes desintoxicantes de 
antibióticos consume recursos celulares para su expresión, lo que resulta en 
una carga metabólica en la maquinaria celular. Sin embargo, se han desarrolla-
do estrategias para obtener células transformadas de C. reinhardtii sin utilizar 
marcadores de selección. Las microalgas han demostrado su utilidad y poten-
cial como plataformas de producción de proteínas y péptidos terapéuticos, y 
ahora parecen estar preparadas para convertirse en la alternativa “verde” de 
los sistemas actuales de producción de proteínas recombinantes tradicionales.

Abreviaturas

aadA: Aminoglucósido adeniltransferasa
ADN: Ácido Desoxirribonucleico
ADN-T: Ácido Desoxirribonucleico de Transferencia
aphA-6: aminoglucósidos fosfotransferasa
ARN: Ácido Ribonucleico
ARNm: Ácido Ribonucleico Mensajero
ARNr: Ácido Ribonucleico Ribosomal
ATCC: Colección Americana de Cultivos Tipo
ATP: Adenosín Trifosfato 
atpA: Promotor de ATP sintasa
badh: betaína aldehído deshidrogenasa
CL4: Anticuerpo monoclonal contra hepatitis
CYC6: Citocromo C6
DO: Densidad Óptica
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ECV: Enfermedades Cardiovasculares
ECA: Enzima Convertidora de Angiotensina
ELISA: Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas
ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter espe-
cies

GRAS: Generalmente Reconocidas Como Seguras
HDL: Lipoproteína de alta densidad
HEPES: Ácido Hidroxietil Piperazina Etanosulfónico
HPLC: Cromatografía Líquida de Alta Resolución 
HSP70A: Proteína de choque térmico 70 A
HTA: Hipertensión arterial
LDL: Lipoproteína de baja densidad
LPS: lipopolisacáridos
MPM: Marcador Peso Molecular
NB: Caldo Nutritivo
OMS: Organización Mundial de la Salud
PAM: Péptido Antimicrobiano 
PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa
PEG: Polietilenglicol
PGN: Peptidoglicanos 
pH: Potencial de Hidrógeno 
PM: Peso Molecular
RUBISCO: Unidad Pequeña de la Ribulosa Bifosfato Carboxilasa
RSCBS2: Subunidad pequeña 2 de la RUBISCO
SHR: Ratas Espontáneamente Hipertensas
SiC: Carburo de Silicio 
TAP: Tris acetato fosfato
TMP: Potencial Transmembrana
UTR: Región no Traducida
WT: Tipo Silvestre
YM: Agar para levaduras y mohos



536

ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Glosario

Acarreadores: Molécula que transporta o traslada a otra.
Ácidos nucleicos: Biomoléculas que cumplen funciones esenciales en todas las 

células y virus.
Antihipertensivos: Medicamentos utilizados para disminuir el riesgo cardio-

vascular en los pacientes con hipertensión arterial controlando la presión.
Beta-globulina: Es un conjunto de proteínas presentes en la sangre que sirven 

para el transporte de diferentes sustancias.
Biotecnología: Agrupa todo el conjunto de técnicas, procesos y métodos que 

utilizan organismos vivos, como las bacterias, hongos y virus, partes de 
ellos o sistemas biológicos derivados de los mismos. Esto con la finalidad 
de generar y/o mejorar bienes y/o procesos que sean de interés para el ser 
humano.

Cepa: Población de microorganismos de una sola especie descendientes de una 
única célula o que provienen de una determinada muestra en particular.

Clonas: Réplica genética de otra célula, tejido u organismo.
Clorófitas: División de algas verdes que incluye especies​ de organismos euca-

riotas en su mayoría acuáticos fotosintéticos.
Cloroplasto: Organelo encargado de llevar a cabo la fotosíntesis en plantas; 

estos evolucionaron a partir de bacterias fotosintéticas.
Diatomeas: Grupo de algas unicelulares que constituyen uno de los tipos más 

comunes de fitoplancton.
Dinoflagelados: Extenso grupo de protistas flagelados.
Endosimbiosis: Describe el paso de las células procariotas a células eucariotas 

mediante incorporaciones simbiogenéticas de bacterias.
Espermidina: Poliamina estable e higroscópica encargada de modular la ac-

tividad enzimática de la lisozima y de la fosfatasa alcalina, mantiene el 
potencial de membrana, y controla el volumen y el pH intracelular.

Expresión transitoria: Proceso por el cual la información codificada por un 
gen se encuentra de forma variable y limitada en tiempo.

Fotoautótrofo: Organismos fotótrofos capaces de tomar fotones de la luz solar 
como fuente de energía.

Fotosíntesis: Proceso químico que se produce en las plantas, las algas y algu-
nos tipos de bacterias cuando se exponen a la luz del sol.
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Genes: Es la unidad física y funcional básica de la herencia. Los genes están 
formados por ADN.

Genoma: Conjunto formado por el material genético del ADN.
Heterólogos: Genes que tienen diferente origen y función. 
Heteroplastia: Presencia de más de un tipo de genoma dentro de una célula 

vegetal.
Heterótrofo: Organismo que no puede producir su propio alimento, sino que 

se nutre de otras fuentes de carbono orgánico, principalmente materia 
vegetal o animal

Homología: Estudio comparativo de los seres vivos, la homología es la rela-
ción que existe entre dos partes orgánicas diferentes de dos organismos 
distintos cuando sus determinantes genéticos tienen el mismo origen 
evolutivo.

Homoplastia: Presencia de un único tipo de ADN en el plástido.
Ingeniería Genética: Es un proceso que emplea tecnologías de laboratorio 

para alterar la composición del ADN.
Marcador de selección: Es un segmento de ADN con una ubicación física co-

nocida en un cromosoma.
Nucleótidos: Estructura fundamental básica de los ácidos nucleicos (ARN y 

ADN). 
Nutracéuticos: Producto presentado como una alternativa farmacéutica que 

dice tener beneficios fisiológicos.​​ 
Oligonucleótidos: Segmentos cortos monocatenarios o bicatenarios de ácidos 

nucleicos que se unen entre sí para formar polímeros biológicos mono-
catenarios. 

Péptido: Molécula formada por la unión de varios aminoácidos mediante en-
laces peptídicos. 

Plásmidos: Molécula de ADN circular que se encuentra en las bacterias y al-
gunos otros organismos microscópicos.

Plástidos: Orgánulos celulares eucarióticos, propios de las plantas y algas.
Plastóma: Es el genoma cloroplástico, también llamado ADN cloroplástico, 

es el material genético de los cloroplastos, los orgánulos citoplasmáticos 
característicos de los organismos autótrofos fotosintéticos, tales como las 
plantas y las algas.

Promotores: Es una región de ADN que controla la iniciación de la transcrip-
ción de una determinada porción del ADN al ARN. 
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Proteínas: Moléculas complejas que desempeñan muchas funciones críticas en 
distintos organismos.

Proteínas glicosiladas: Proteínas a las que se le ha añadido una cadena de glú-
cidos.

Recombinación Homologa: Es un tipo de recombinación genética en la que las 
secuencias de nucleótidos se intercambian entre dos moléculas similares 
o idénticas de ADN.

Secuencias Intrónicas: Secuencia de ADN que forma parte de un gen pero no 
codifica ninguna secuencia de aminoácidos de la proteína respectiva.

Suspensión: Mezcla heterogénea de sustancias compuesta por un sólido fino 
disperso en un líquido.

Transgén:  Gen o material genético que ha sido transferido de un organismo a 
otro, ya sea de forma natural, o artificial.

Vector de transformación: Son moléculas transportadoras que transfieren y 
replican fragmentos de ADN que llevan insertados mediante técnicas de 
ADN recombinante.

Vortex: Mezclador de vórtice, dispositivo simple que se usa comúnmente en 
los laboratorios para agitar pequeños tubos o frascos.
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