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Resumen

n este trabajo se propone establecer cultivos de raices trans-

génicas para la produccién de insulina humana con el objetivo de coad-

yuvar a la creciente demanda, debida al aumento de la poblacién que
presenta problemas de diabetes. Como modelo vegetal, se ha considerado
Brassica oleracea var italica, debido a la disponibilidad de la metodologia para
su transformacién y su alta capacidad natural de acumulacién de proteina.
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Introduccién

La insulina humana es una proteina cuya actividad hormonal consiste en regular
los niveles de glucosa en la sangre, aunque también participa en la regulacién de
otros procesos fisiolégicos, como la utilizacion de algunos nutrientes, estimulacién
de la sintesis de glucégeno, aminoacidos, proteinas y consumo de lipidos (Cahill
1971). Las deficiencias en su modo de accidn, ocurren cuando su biosintesis es
insuficiente y deficiente, provocando una alteracién en sus funciones fisiolégicas
asi directamente la concentraciéon de glucosa en la sangre, produciendo asi el
padecimiento conocido como diabetes.

La diabetes es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada por alteraciones
en el metabolismo de la glucosa, grasas y proteinas, derivadas de las deficiencias
en la secrecién o la accién de la insulina. La insulina humana recombinante se ha
expresado en diversos organismos, incluyendo bacterias, levaduras, hongos, células
y érganos de animales y plantas transgénicas (C. L. Nykiforuk 2006). No obstante
que su produccién comercial se ha limitado a microorganismos como Escherichia
coli y Saccharomyces cerevisiae, los sistemas basados en plantas ofrecen grandes
ventajas tanto en produccién, como en bioseguridad y economia (Deckers 1999).
Debido a ello, actualmente se ha propuesto como alternativa de produccion el
uso de cultivos de células, tejidos y érganos vegetales, biotecnologias que desde
hace tiempo representan una opcioén real y econémicamente viable. Estas tecno-
logias, tanto usando lineas de células en suspension como cultivos de 6rganos,
por ejemplo raices transformadas, pueden establecerse a nivel de biorreactores o
usarse para regenerar plantas transgénicas productoras de proteinas terapéuticas
con aplicaciones biotecnoldgicas.

Por lo anterior, en este trabajo se propone establecer cultivos de raices trans-
génicas para la produccion de insulina humana, con el objetivo de coadyuvar a la
creciente demanda generada por el aumento de la poblaciéon que presenta pro-
blemas de diabetes. Como modelo vegetal se ha considerado a la Brassica oleracea
var. italica debido a la disponibilidad de la metodologia para su transformacién y
su alta capacidad natural de acumulacién de proteina (V. Cardoza 2004).

Materiales y métodos

Se usé la clona 3950204 (Open Biosystems, USA) de E. coli llevando el cDNA
del gen de la insulina humana (Ins) insertado en el plasmido pDNR-Lib. El cDNa
se liberd con las enzimas de restriccion EcoR I, y Xho |. Para la amplificacién por
PCR se usaron oligos directo y reverso, disefiados en este trabajo.

Las enzimas de restriccion Nco |, Bgl Il y Eco31 | fueron empleadas para gene-
rar extremos cohesivos entre el cDNA vy el vector binario pCAMBIAI105.1 y
generar el constructo para la transfeccién a Brécoli. Para la amplificacién de los
constructos se uso la cepa de E.coli DH5a transformada por electroporacion.

Para la transfeccion a las plantulas de Brocoli se usé le cepa de Agrobacterium
rhizogenes LBA9402 para inducir lineas de raices transformadas.

El material vegetal consistio en plantulas de Brécoli obtenidas mediante la germi-
nacion de semillas en medio mineral B5. Las plantulas jévenes (de 3-4 semanas de
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germinacion y sin hojas verdaderas) se
usaron para la transfecciéon por puncion,
mientras que las adultas (mayores a un
mes y con hojas verdaderas) se usaron
para la obtencién de explantes de raices
normales para el establecimiento de
cultivos de raices sin transformar en
cultivo sumergido en medio mineral
Schenck y Hildebrandt (SH).

Resultados y Discusion
Caracterizacion del cDNA del gen Ins
contenido en el en el plasmido pD-

NR-Lib.

El vector pDNR-Lib-Ins contenido
en la clona 3950204 de E. coli, el cual

lleva el cDNA del gen de la insulina
humana (Ins) y el gen de resistencia a
cloranfenicol, fue extraido y sometido
a reacciones de restriccion con las
enzimas EcoR | y Xho |, que flanquean
dicho cDNA. El andlisis por electrofo-
resis del producto de las reacciones de
restriccion revel6 la presencia de un
fragmento con el tamafio esperado de
531 pb solo cuando se llevé a cabo la
doble digestion (Figura 1).
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CARRIL:
1. pDNR-Lib-Ins + Eco Rl
2. pDNR-Lib-Ins + Eco Rl y Xhol|

MPM.- Marcador de peso molecular
1Kb plus ladder.

Agarosa 1%; 100 volts; 30 min.
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Figura I. Liberacién del cDNA del gen de la insulina humana Ins
a partir del vector pDNR-Lib-Ins por reacciones de
restriccion con las enzimas EcoR| y Xhol
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Continuando con la caracterizacién del gen Ins contenido en el vector pDNR-
Lib-Ins, se amplificaron varias regiones del mismo, usando los oligos universa-
les MI3 extendidos (Figura 2) y los dos juegos denominados preproinsulina y
proinsulina (Figura 3), disefiados especificamente para afadir la secuencia de
las enzimas Nco |, Bgl Il y Eco 31 | al cDNA del gen Ins. Como se esperaba, el
andlisis de los productos de PCR por electroforesis en gel revel6 que con los
oligos M13 se obtuvo un fragmento de 796 pb (Figura 2), mientras que con los
oligos preproinsulina y proinsulina los fragmentos amplificados fueron de 495 y
364, respectivamente (Figura 3).
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Figura 2. Productos de PCR del vector pDNR-Lib-Ins
con los oligos MI3 extendidos (Directo: 5°
TGGTCTCTCATGGGTAAAACGACGGCCAGT
3’; Reverso: 5" TGGTCTCCGATCTCAGGAAACA-
GCTATGAC 3°) los cuales amplifican un segmento de 796
pb (flecha).
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Figura 3. Productos de PCR del vector pDNR-Lib-
Ins con los oligos preproinsulina (ODEINS: 5°
TTTGGTCTCTCATGGAGCCCTCCAGGACAG-GC 3, OREINS: 5°
TTTGGTCTCTGATCTGTTGGTTCAAGGGCTTT 3°) y proinsulina
(ODESPINS: 5" TTTGGTCTCTCATGGTTTGTGAACCAACACCT
3, OREINS: 5" TTTGGTCTCTGATCTGTTGGTTCAAGGGCTTT
3’) los cuales amplifican fragmentos de 495 y 364 respectivamente, a
partir del cDNA del gen Ins.
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La formacién de estos fragmentos en las
reacciones de PCR, tanto del cDNA del
gen Ins completo (preproinsulina) como
los amplificados con los oligos M 13 que
contienen nucleétidos extra que no
pertenecen a la region codificante, y el
fragmento que no contiene la regién
correspondiente al péptido sefal de la
proteina correspondiente (proinsulina),
confirma la presencia del cDNA del
gen Ins en el vector. Para completar
caracterizacidn, se esta realizando la
secuenciacién completa del mismo.

Caracterizacion del vector
pPCAMBIA 1105.1

Por otro lado, se recupero el vector
binario pCAMBIA 1105.1 de una cepa
de E. coli por lisis alcalina y se caracte-
rizé con varias enzimas de restriccion
que liberaran fragmentos conocidos
(Figura 4). Como puede verse, el andlisis
por electroforesis en gel mostroé que la

enzima EcoR| sélo lineariza el vector,
mientras que dobles restricciones con
Hidlll y Ncol o con Xhol y Ncol produ-
jeron los fragmentos esperados.

Posteriormente se realizé la restriccién
con las enzimas Nco | y Bgl Il que se
usaron para insertar el cDNA del gen
Ins y el producto de reaccién se utilizé
para la ligacién con el producto de la
PCR del vector pDNR-Lib-Ins amplifi-
cado con los oligos de la pre y proin-
sulina, sin embargo, hasta el momento
no se ha tenido éxito en la ligacion. El
producto de ligacion esperado sera
empleado para transformar células
electrocompetentes de E. coli DH5a
por electroporacion, las cuales seran
propagadas en placas con medio LB con
estreptomicina y luego utilizadas para
la obtencion del constructor, que sera
clonado en Agrobacterium rhizogenes
para la induccion de raices transforma-
das con el cDNA del gen Ins.
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CARRIL:
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2. pCAMBIA 1105.1 + EcoRI

3. pCAMBIA 1105.1 + Hindlll y Ncol
pCAMBIA 1105.1 + Xhol y Ncol
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Figura 4. Caracterizacion del vector pCAMBIA | 105.1
por reacciones de restriccion simples y
dobles. En el carril 3 la flecha muestra la
posicion del fragmento menor esperado por
la doble restriccién, en el carril cuatro las
bandas son evidentes.
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Establecimiento de cultivos de raices no transformadas e induccién de raices
transformadas.

Por otro lado, se germinaron semillas de Brocoli en medio mineral semisélido B5
adicionado con las vitaminas correspondientes, pero sin reguladores del crecimien-
to. Se colocaron cinco semillas por camara de cultivo y se obtuvo una frecuencia
de germinacion de una plantula por sistema a las dos semanas de incubacién (Fi-
gura 5). Las plantulas que alcanzaron mayor cantidad de raices fueron utilizadas
para establecer las lineas de raices normales no transformadas en cultivo liquido
(Figura 6), las cuales seran utilizadas como referencia de comparacion del perfil
de produccién de proteinas con respecto a las lineas de raices transformadas.

Plantulas de Brocoli

: Medio BS
Semillas
: 3-4 semanas de edad
Brassica oleracea . : oy
var. italica (Brécoli) resentan cotiledones y

Medio BS primeras hojas

verdaderas

Figura 5. Establecimiento de material vegetal.

Cultivo de raices
de Brocoli
Medio liquido SH

Figura 6. Cultivo de raices normales de Brocoli recién transferidas
a medio de cultivo liquido para su propagacion.
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Para la induccién de raices transformadas, varias plantulas vigorosas y de 3-4
semanas de edad fueron utilizadas para infectarlas mediante la técnica de pun-
cioén con la cepa silvestre de Agrobacterium rhizogenes LBA9402 (Figura 7). Como
control de referencia para no confundir las raices transformadas con posibles
raices adventicias sin transformar, varias plantulas fueron punzadas con agua
destilada estéril. Como se observa en la Figura 7, sélo las plantulas punzadas con
Agrobacterium mostraron la formacion de tejido radical con las caracteristicas
ageotropicas y morfologia tipica de las raices transformadas.

Plantulas de Brocoli, Medio B5, 3-4 semanas de edad
Presentan cotiledones y primeras hojas verdaderas
Punzadas con Agrobacterium rhizogenes LBA9402
Control negativo: agua

Figura 7. Plantulas de Brocoli mostrando el punto de puncién con
agua estéril (izquierda) y con Agrobacterium (derecha).
Notese la presencia de raices ageotrépicas en la plantula
infectada con Agrobacterium

De acuerdo con los resultados descritos, se tiene el material genético, los vec-
tores y protocolos adecuados para establecer en breve los cultivos de raices
transformadas con el gen Ins.
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