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la construccién p355-1P-t35S - pUBQ-PMI-tNos (promotor 355 del CaMV, inhibidor de protea-
sas, terminador 355 del CaMV, promotor ubiquitina 3, fosfomanosa isomerasa y terminador
de la nopalinsintetasa). Igualmente se realizé seleccién de clones bacterianos transformados
(basado en la resistencia a espectinomicina y/o estreptomicina) y su caracterizacién molecular
por medio de PCR y un perfil de restriccién. Este trabajo apunté a producir un vector adecuado
para la transformacién estable de papa criolla (Solanum phureja) y de papa (Solanum tuberosum),
un gen que confiere resistencia a insectos. Los resultados de las metodologias empleados evi-
denciaron la introduccién exitosa del plasmido recombinante en E. coli y A. tumefaciens. Si bien
la eficiencia de transformacién fue baja (0,032 x 10*), los resultados de la PCR mostraron la
amplificacién de una secuencia de 500 pb del gen inhibidor de proteasa aislado a partir de las
cepas transformadas. En cuanto al perfil de restriccién los resultados no fueron los esperados,
sin embargo, permiten diferenciar la cepa de A. tumefaciens transformada. Adicionalmente se
estandarizé las condiciones de los medios de seleccién para diferenciar cepas transformadas.
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Sobre cultivos de Selenastrum capricornutum, se ensayaron algunas condiciones ambientales,
como iluminacién (continua y fotoperiodo), agitacién (continua y manual) y nutricionales
como la relacién nitrégeno y fésforo (N:P, 50:1 y 25:1) en el medio de cultivo. (En este caso
sobre el medio sugerido por la EPA (1994)). La finalidad de estos experimentos era la de de-
terminar y escoger las condiciones con las cuales se habria de trabajar en el laboratorio, tanto
para el mantenimiento y propagacion del cultivo como para la realizacién de pruebas de toxici-
dad de Selenastrum capricornutum con Cromo hexavalente (Cr+6 ). Fue evidente que cada uno de
los factores tuvo un efecto directo sobre el crecimiento, sin embargo en la seleccién de las
condiciones se debié tener en cuenta que los resultados fueron una suma de factores que
interactuaban de manera simultdnea en el tiempo sobre los cultivos. Finalmente, los analisis
llevaron a la seleccién de las condiciones de iluminacién continua, con una intensidad de 4000
Lux, agitacién continua a 100 rpm y la relacién N:P en el medio de cultivo de 50:1. Una vez
fueron establecidas las condiciones con las que se debia trabajar en el laboratorio se procedié
a realizar los ensayos de toxicidad, se determiné la C150-72h (concentracién inhibitoria cin-
cuenta a las setenta y dos horas) de Selenastrum capricornutum con Cr+6, obteniendo la carta
control, y cuyo valor al téxico de referencia fue de 0.127mg/l, con un coeficiente de variacién
de 18.6%, y con un intervalo de sensibilidad de 0.080-0.174mg/I.



