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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados de la transformacién de raices
de brdcoli con el gen /7 del HPV16; la comprobacion de la transformacion se
llevo a cabo mediante tincion histoquimica con la prueba de B-glucuronidasa
donde la coloracidén azul indicé el resultado positivo de la integracion del gen
/7al genoma de las raices y este resultado se complemento por amplificacion
por PCR del gen /7 en donde obtuvimos la banda del tamafo esperado de 1.6
kb. También evaluamos el efecto de los reguladores acido indol acético (IAA)
y cinetina (Kin) sobre el crecimiento de raices transformadas con pCAMBIA
105, encontrando que se obtuvo un incremento de biomasa de raices con
base en el peso fresco y seco a concentraciones de 1 mg/L de IAA, y que el
Kin disminuye el crecimiento hasta inhibirlo a 1mg/L. En el andlisis cuantitativo
encontramos que el IAA a 1 mg/L incrementa el crecimiento cuatro veces,
mientras que el crecimiento con Kin fue dos veces menor, comparado con
el control de las que fueron raices en medio sin reguladores de crecimiento.

Introduccion

La biotecnologia vegetal, particularmente el cultivo de raices transformadas,
es una alternativa viable para la produccidn de proteinas heterdélogas [1] . Estas
raices son genéticamente estables y pueden propagarse indefinidamente en
cultivos in vitro a nivel de matrdz o biorreactores o regenerarse a plantas
completas. No obstante, en los sistemas in vitro se puede manipular mas
facilmente la composicién del medio de cultivo para estudiar el efecto de los
parametros nutricionales y de proceso sobre la acumulacién del producto
transgénico [2]. Asi, en este trabajo, se pretende mostrar el uso de cultivos
de raices transformadas de Brassica oleracea como modelo de expresion de
la proteina L1del virus del papiloma humano 16 (VPH16). Esta planta presenta
ciclos de vida cortos, es facil de manipular y cultivar in vitro. El HPV16 es el
causante principal del cancer cervicouterino en México [3]. La proteina Lles el
componente principal y antigénico de su capside [4-6] y tiene la capacidad de
autoensamblarse en capsides vacias, conocidas como particulas semejantes a
virus (VLPs). Por estas propiedades antigénicas se han desarrollado vacunas
usando sistemas de expresion como levaduras, virus-células de insecto, y
plantas completas.

Con la finalidad de establecer un método de produccidén alternativo, en
estudios previos hemos reportado el establecimiento de cultivos de raices
transformadas con el gen /1. Al respecto se reportan los resultados del efecto
de varios reguladores del crecimiento vegetal sobre el crecimiento y la
generacion de lineas transformadas con el gen /7 pero truncado en la sefial
de localizacion nuclear presente en el gen silvestre completo, porque se ha
reportado que de esta forma se aumenta la eficiencia de formacién de VLP in
vitro [7]. Se modificé el medio de cultivo para buscar promover la elongacién
celular mediante auxinas (IAA) [8] y la divisiéon celular con citocininas (Kin).

Metodologia

Construccion del plasmido pCAMHPV16L1

Se obtuvo mediante la clonacién del gen /7 completo en pCAMBIA 1105.1. Se
amplificod el gen /7Ty después se digiriéo con Ncol y Bglll. Con estas mismas
enzimas se corté al plasmido pCAMBIA 1105.1 obteniéndose asi sitios cohesivos
complementarios; después se realizoé la ligacion de /7 en pCAMBIA.
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Estas construcciones se clonaron en Agrobacterium rhizogenes mediante
electroporacion que después se utilizd para la transformacion de plantulas
de brdcoli.

Ensayo de B-glucuronidasa

Cortes de raices de 1cm se colocan en tubos Eppendorf de 600 Ql conteniendo
250 Ql de solucién de tefido GUS (100 mM de fosfato de sodio pH 7, 10mM
EDTA pH 8, 0.1% Triton X-100, 2 mM X-Gluc). Los tubos abiertos se colocaron
en un desecador al vacio por 10 minutos; en seguida se liberd lentamente
el vacio y se repitid el proceso dos veces mas. Después de los ciclos de
infiltracion, los tubos se incubaron por 10 horas a 37 °C.

Evaluacion del efecto de IAA y Kin

Se realizé un disefo experimental factorial 24 (tabla 1) con dos factores a
cuatro niveles, siendo los factores el 4cido indol acético (IAA) y la citocinina
(Kin) a las concentraciones de O, 0.05, 0.25, y 1.0 mg/L. El experimento
se realizé empleando explantes de raices de 1 cm en medio MS con 3% de
sacarosa. Las variables de respuesta para la produccidon de biomasa fueron
peso fresco y peso seco.

Medio MS IAA (Auxina) mg/L
(3% sacarosa, 1.8 g/L fitagel)
0 0.05 0.25 1.0
. 1 2 3 il
Kin
(crocina) | 905 5 6 7 8
mg/L
0.25 9 10 11 12
1.0 13 14 15 16
Resultados Tabla 1

Establecimiento de raices transformadas y
confirmacion de transformacion

Se han obtenido lineas de raices de brdcoli transformadas con el gen /1
completo (Figura 1). Mediante el ensayo de B-glucuronidasa se confirmoé que
Agrobacterium rhizogenes transfirio exitosamente el T-DNA del plasmido
PCAMBIA con el gen /7 por la observacion de la coloracion azul en las
lineas de raices probadas en concordancia con el control positivo de raices
transformadas con pCAMBIA y en contraste con el control negativo de raices
no transformadas (Figura 1), resultados similares a los de [9, 10]. También

Disefio experimental para evaluar
las diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento
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Control + Linea 100 Linea 105 Linea 106 Control -

Figura 1

Prueba de B-glucuronidasa A).

Se obtuvieron lineas de raices
transformadas con el gen |1 completo
(100, 105 y 106) positivas a la tincion
histoquimica de B-glucuronidasa el
resultado positivo similar al control que
son raices transformadas con pCAMBIA
y en contraste con el control negativo
que son raices no transformadas. La
transformacion también se comprobd
por la amplificaciéon del gen 11 B) carril 1
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la transformacion se comprobd por la amplificacidon del gen /7 usando como
templado DNA gendmico de raices transformadas, obteniendo la banda del
tamano esperado de 1.6 kb (Figura 1-B carril 1), la cual fue similar al tamafo
de la banda del control positivo (Figura 1-B carril 2) en el que se utilizd DNA
plasmidico como templado de una construccion previamente caracterizada,
y como control se utilizé amplificacion de DNA gendmico de raices no
transformadas (Figura 1-B carril 3)

« MPM - Marcador de
peso molecular
+ Seamplificoelgen /1
a partirde:
1 DNAgenémico
2. Control (+)
pCAMHPV16L1
3. Control )| B
pCAMBIA
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Efecto de AIA/Kin sobre el crecimiento de las raices
transformadas

Después de tres semanas de cultivo (Figura 2) se encontré que el mejor
tratamiento para el crecimiento de raices fue el 4 con1mg/L de IAAy O mg/L
de Kin. Debe observarse que mientras 1mg/L de IAA favorece el incremento,
con 0.25 mg/L de Kin se disminuye, y con 1 mg/L se inhibe completamente.

IAA (mglL)
0 0.05 0.25 1.0

Anadlisis cuantitativo del efecto de los reguladores de
crecimiento

En el andlisis de varianza empleando como variables de respuesta el peso
fresco y el peso seco, con un nivel de confianza de 95%, se encontrd que los
valores para IAA, Kin y la interaccion de IAA con Kin son significativos.

El analisis de peso fresco demostré que en la medida que se aumenta la
concentracion de IAA se incrementa la cantidad de biomasa, hasta obtener
un valor cuatro veces mayor al control, al utilizar la madxima concentracién
de IAA que fue de 1 mg/L, mientras que en la medida que se incrementa la
concentracion de Kin, la cantidad de biomasa disminuye hasta dos veces
menos que el control en la maxima concentracion de 1 mg/L

Los tratamientos con mayor produccidén de biomasa fueron los que se
encontraban en la regidn de las concentraciones mayores de IAA (Figuras 3
y 4) mientras que los tratamientos con las concentraciones mas altas de Kin
fue en los que hubo poco crecimiento o su inhibicién.

Figura 2

Efecto de reguladores de crecimiento.

El tratamiento con 1 mg/L de IAA fue
donde se observd una mayor elongacion
y ramificaciéon de raices transformadas.
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Peso Fresco vs. Kin, IAA

Figura 3

Grafica de dispersién de peso fresco. La
mayor produccidon de biomasa esta en
las concentraciones mas altas de |IAA, y
las concentraciones altas de Kin inhiben
el crecimiento de las raices.

Peso Seco vs. Kin, IAA

0.005
0.010
0.015
0.020
0.025
0.030
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Figura 4

Grafica de dispersion de peso seco. Se
observo el mismo efecto que en el peso
fresco, un mejor crecimiento con IAA e
inhibicién con valores altos para Kin.

Conclusiones

Se obtuvieron lineas de raices transformadas de brdcoli con pCAMBIA
105.1y con la construccion pCAMHPV16L1, demostrado mediante la tincion
histoquimica de glucuronidasa y por amplificacion por PCR del gen /7.

Los reguladores de crecimiento afectan la produccién de biomasa de raices
transformadas; la utilizacién de IAA a una concentracion de 1 mg/L favorece
el incremento de biomasa y las concentraciones utilizadas de Kin disminuyen
e inhiben el crecimiento.
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