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RESUMEN

| cancer cervicouterino es una de las principales causas

de muerte por neoplasias en paises como México. La en-

fermedad se asocia a una infeccion previa por el virus del
papiloma humano (VPH). Una de las principales caracteristicas de
este virus es la proteina L1 que es la mayoritaria de la capside y
puede autoensamblarse para formar particulas semejantes a virus
VLP, ademas de que esta proteina presenta propiedades antigéni-
cas contra ese virus en animales. Con base en esas propiedades,
se han desarrollado y comercializado vacunas a base de los VLP
contra el VPH, sin embargo los sistemas de produccion resultan
costosos y el producto es poco accesible para personas margi-
nadas, quienes son la poblacion mas afectada por este virus. En
este trabajo se presentan los resultados sobre la caracterizacion
del gen LI del HPV con el objetivo de establecer posteriormente
un cultivo de raices transformadas de brocoli que expresen la
proteina correspondiente y la ensamblen en los VLP. También se
presentan los resultados sobre el establecimiento de cultivos de
raices no transformadas de brocoli silvestre y de raices transfor-
madas sin el gen.
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INTRODUCCION

El cancer cervicouterino es una de las principales causas de muerte por neopla-
sias en paises como México (Salas-U. 2006) (Diestro M. D. 2007); la enfermedad
se asocia a la infeccion previa por VPH. Una de las principales caracteristicas de
este virus es la proteina LI, que es la mayoritaria de la capside y puede autoen-
samblarse para formar particulas semejantes a virus VLP; ademas, esta proteina
presenta propiedades antigénicas demostradas en animales en experimentacion
(Carter 2003) (Moniz. M., 2003).

Gracias a estas propiedades, se han podido desarrollar y comercializar vacunas a
base de los VLP de VPH (Stanley, 2007) (Mclntosh, 2008), sin embargo los siste-
mas en donde se expresa resultan costosos y poco accesibles para las personas
marginadas, las cuales son la poblacion mas afectada por este virus. La biotecno-
logia vegetal que se presenta en este trabajo, particularmente el cultivo de raices
transformadas, ofrece una alternativa para su produccion, ya que estas raices
pueden propagarse en biorreactor o regenerarse a planta completa con potencial
como vacuna comestible. El objetivo aqui es obtener un cultivo de raices trans-
formadas de brocoli con el gen de la proteina L1 del VPH. Hasta el momento, se
ha logrado aislar el gen LI mediante restricciones y PCR a partir del constructo
pVAXI-LI. También se tienen cultivos control de raices de brocoli silvestre y
raices de brocoli infectadas con Agrobacterium rhizogenes LBA9402.

MATERIALES Y METODOS

A partir de los plasmidos pl6L1 y pHPV |6 se transformaron cepas de Escherichia
coli DH5a para preservarlos y utilizarlos en posteriores ensayos. En este trabajo,
se emplea el gen de la proteina LI incluido el constructo pl6LI, que esta for-
mado por el plasmido pVAXI y el gen L1. Para caracterizar al gen LI dentro del
constructo pl6LI se realizaron digestiones con enzimas de restriccion y PCR,
empleando dos pares de primers: uno para amplificar el gen completo y otro
que amplifica al gen sin la secuencia de localizacion nuclear, y se inicia a partir
del segundo ATG del gen LI. También se utilizaron primers universales My09 y
Myl I, los cuales se utilizaron para amplificar una region conservada de 450 pb
dentro del gen LI. Se realizo la caracterizacion del plasmido pCAMBIA 1105.1
por medio de cortes de restriccion, para que posteriormente se transforme una
cepa de A. rhizogenes LBA 9402.

Respecto a las actividades sobre biotecnologia vegetal, se establecieron los culti-
vos de raices normales de brocoli usando un medio B5 semisolido para germinar
semillas y obtener plantulas, a fin de iniciar el cultivo de las raices. Asi, se obtu-
vieron cultivos de raices transformadas con A. rhizogenes que se desarrollaron
en un medio SH liquido.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del gen L1 a partir del constructo pl6L1
mediante enzimas de restriccion
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Figura |. Electroforesis de las reacciones de restriccion plasmidica
de constructo pl6L1 para la caracterizacion del gen LI.

Se aislaron 24 clonas transformadas de E.coli pl6LI y a 10 de ellas se les extrajo
de DNA plasmidico; de estas extracciones, se emplearon tres para realizar la
caracterizacion del gen LI por ensayos con enzimas de restricciones (Figura I).
De acuerdo con el tamaho que mostraron las bandas, en los geles se observo la
presencia del L1 en la restriccion, empleando simultaneamente las enzimas EcoRI
y Hindlll. La enzima Hindlll corta en el extremo 5’, que flanquea al gen, mientras
que EcoRlI corta dentro del gen en la posicion 1261. Se puede observar la repro-
ducibilidad en los resultados, resaltando el fragmento correspondiente al gen L1
en las restricciones adecuadas que se indican con las flechas.

En otro estudio, se efectuo la restriccion con enzimas que cortan dentro del gen
LI (Figura 2). Como se observa, se obtuvieron las bandas con los fragmentos
esperados (flechas). Con estos resultados, se comprobo que se trata del gen LI,
porque los patrones de bandas corresponden a las restricciones de las enzimas
que cortan dentro del gen y en el flanco 5’ con Hindlll.
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Figura 2. Electroforesis de la restriccion plasmidica de pl6L1 con enzimas de
restriccion que cortan en el interior de la secuencia del gen L1.
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Tabla I. Primers disefados para la amplificacion del gen L1 con y sin la sefal de localizacion nuclear.

ODILI TTGACCATGGATGCAGGTGACTTTTATTTAC
ORILI GGTAAGATCTTTACAGCTTACGTTTTTTGCG
OD2LIATG2 TTGACCATGGATGTCTCTTTGGCTGCCTAGT
OR2LINLS- GGTAAGATCTTCCTAATGTAAATTTTGGTTT
My09 CGTCCMARRGGAWACTGAT

Myl | GCMCAGGGWCATAAYAATG

AMPLIFICACION DEL GEN L1 A PARTIR DEL coNsTRuUcTO Pl 6LI1

Los oligos o primers (Tabla |) se disefiaron tomando en cuenta la amplificacion de
todo el gen (ODILI y ORILI), considerando la amplificacion a partir del segundo
ATG y sin secuencia de localizacion nuclear (OD2LIATG2 y OR2LINLS-), lo cual,
de acuerdo con Maclean, J. et al., 2007 (Maclean, 2007), aumenta la produccion
de proteina y facilita la clonacion en los vectores. También se utilizaron oligos
universales para la amplificacion de una secuencia conservada de 450 pb dentro
del gen LI.
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Figura 3. Productos de la PCR de pl6LI usando
los primeros mostrados en la Tabla |.
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Como puede observarse en la Figura 3, se obtuvieron los fragmentos esperados:
de 1.6 kb con los primeros que amplifican todo el gen; los de 1.4 kb par amplifican
el gen sin la secuencia de localizacion nuclear, a partir del segundo ATG, y el de
450 pb, que corresponde a la amplificacion empleando los primers My09 y My 1.
Esto demuestra la presencia del gen LI dentro del constructo pl6LI.
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CARACTERIZACION DEL VECTOR BINARIO PCAMBIA 1105.1

El plasmido pCAMBIA 1105.1 se utilizo para transformar Agrobacterium, con el
cual se infectaron plantulas de brocoli para la induccion de raices transformadas.
Este plasmido confiere resistencia bacteriana a la estreptomicina y resistencia
de las raices a la higromicina; su digestion, empleando las diversas enzimas de
restriccion, produjo los fragmentos con los tamanos esperados (Figura 4).
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Figura 4. Electroforesis de la restriccion plasmidica de pPCAMBIA
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1105.1 (A) con diversas enzimas de restriccion (B).

ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS DE RAICES DE BROCOLI

Se establecieron cultivos de raices no transformadas y de raices transformadas
con Agrobacterium rhizogenes LBA9402 (Figura 5). Se resalta el sitio de infeccion
para la agrotransformacion y se indica la raiz aérea emergente, la cual se transfiere
posteriormente a medio con cefotaxima para eliminar a A. rhizogenes y poder
constituir el cultivo aséptico de raices de brocoli transformadas. El protocolo fue
previamente determinado por el grupo de trabajo del laboratorio de ingenieria
metabolica del CINVESTAV y fue reportado por Edgar Garcia Lopez et al., en un
trabajo presentado en este congreso.
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Figura 5. Esquema del protocolo para el establecimiento de cultivos de raices de brocoli.
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CONCLUSIONES

Los primers disehados hibridan y amplifican al gen L1 en sus sitios correspon-
dientes, obteniéndose como producto de PCR los fragmentos esperados de 1.6
kb, 1.4 kb y 450 pb. También se logro establecer cultivos de raices normales y de
raices transformadas de brocoli con A. rhizogenes LBA9402, las cuales presentaban
las caracteristicas esperadas: raices pilosas de alta vellosidad y que muestran un
crecimiento con ageotropismo positivo.
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