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RESUMEN 

El desarrollo de la biotecnologia de plantas ha abierto la posibilidad de obtener vegetales de 

consumo humano que expresen proteínas de interés médico y puedan ser utilizadas como vacunas 

comestibles. El cólera, una de las enfermedades que puede ser prevenida con vacunas 

comestibles, es causado por Vibrio cholerae. Las bacterias de esta especie colonizan el intestino 

humano, donde liberan la toxina colérica (eT) causante de la drástica deshidratación en los 

enfermos de cólera. La CT es una proteína de subunidades; la subunidad A (CTA) provoca el 

desequilibrio jónico e induce salida de agua de las células intestinales, mientras que la subunidad 

B (CTB) forma un pentámero que ancla la toxina a la membrana apical de las células intestinales. 

CTB es un inmunógeno muy potente que protege contra el cólera y por ello es candidato para 

transformar plantas con su gen (ctxB) y crear vacunas comestibles. En este trabajo tratamos de 

obtener transfonnates transitorias que expresen clxB en células de zanahoria como un paso 

preliminar al desarrollo de una vacuna comestible contra el cólera basada en zanahorias. Para 

lograrlo montamos y comparamos los métodos de transfonnación de células de zanahoria en 

cultivo por electroporación, polietilénglicol y una combinación de ambos, y detectamos la 

expresión transitoria de los genes reporteros de la proteína verde fluorescente (GFP) y p­

glucuronidasa (GUS). No hubo diferencias notables en la eficiencia de transformación con los 

diferentes métodos y la máxima expresión de los reporteros ocurrió entre las 24 h Y las 48 h, pero 

lo!:' vectores usados no permitieron la expresión de niveles detectables de CTB en los lisados de 

células transformadas. 
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INTRODUCCIÓN 

El cólera es una enfermedad infecciosa que ha provocado pandemias recurrentes desde 1817. Su 

agente etiológico es Vibrio cholerae del serotipo O l. El biotipo clásico ha causado seis 

pandemias y el biotipo El Tor es el causante de la última pandemia (Arakawa et al. 1998; 

Watnick et al. 1999). 

Al principio de lIa década de 1960, surgió la última pandemia en el suroeste de Asia, se 

extendió hasta el medio oriente de AfTica y llegó a América después de 100 años de ausencia de 

cólera. La cepa de V. cholerae El Tor surgió en Perú en 1991 y se extendió a todo el continente 

rápidamente; hubo 100,000 casos de cólera entre 1991 y 1992 desde México hasta Perú (Arakawa 

et al. 1998; Michalski et al. 1993; Taylor et al. 1994). 

V. cholerae es una especie bacteriana gram-negativa marina que se ha adaptado a 

ambientes estuarinos y de agua dulce (Watnick el al. 1999). Cuando es ingerida por el hombre 

puede infectar el intestino y liberar factores de virulencia que causan la enfennedad. 

caracterizada principalmente por una drástica diarrea, dolor abdominal, dolor de cabeza y fiebre 

(Sánchez et al. 1990). 

La deshidratación provocada por la toxina colérica (CT) puede llegar a ocasionar la 

muerte (Sánchez et al. 1990). La CT tiene más de 77% de homología con la toxina termo lábil de 

E. coli enteropatógena en su secuencia de aminoácidos y de nucleótidos (Connell el al. 1995). Es 

una proteína compleja formada por dos subunidades: una subunidad A (CTA) simple con peso 

molecular de 28,000 y un pentámero de subunidades B (CTB) cada una con un peso molecular de 

11,600. CTA es el agente efector que causa la salida de agua en el intestino y CTB ancla la toxina 

en las células blanco (Sánchez et al. 1990). 

CTB está arreglada como un anillo en el cual está parcialmente insertada la CTA La 

interacción entre los monómeros de CTB es no covalente y muy estable. Su principal receptor es 
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el gangliósido GM 1. al cual tiene gran afinidad (constante de disociación de 7.3x lO-lo) (Williams 

et al. 1999). 

CTA puede ser cortada fácilmente en dos fragmentos, Al y Az, asociados por un enlace 

disulfuro. El fragmento A2, adaptador a la subunidad B, tiene la secuencia líder KDEL. El 

fragmento Al es una ADP-ribosiltransferasa que provoca el flujo de Cl- mediante ribosilación de 

la Gro, cuya activación debida a esta modificación permite que la adenilato ciclasa se mantenga 

permanentemente activa y aumente el ni\"el intracelular del AMPc, que a su vez activa a la 

proteína cinasa A (PKA) para fosforilar y abrir los canales reguladores de cr de la fibrosis 

quística. El flujo de cr hacia la luz del intestino conlleva a un movimiento osmótico de agua que 

provoca la diarrea (Williams et al. 1999) 

Vacunas contra el cólera 

La CT por sí sola provoca una fuerte respuesta inmunitaria en ratones y tiene gran capacidad 

adyuvante. Cuando se administran CT A o CTB oralmente activan la inmunidad de mucosas e 

inducen niveles altos de IgA secretoria capaz de proteger contra la infección por V. ellolerae o E. 

coti enterotoxigénica (Williams 1999). 

Las vacunas de subunida~es con eTB o eT A generan buena respuesta inmune y pueden 

disminuir la diarrea en enfermos de cólera que fueron inmunizados previamente con estas 

subunidades; sin embalgo, en ellos persisten síntomas como la fiebre y el dolor abdominal ya que 

no hay inmunidad contra otros factores de \"irulen~ia. 

A principios de la decada de 1980 se generaron varias cepas de V cholerae con diversos 

genes de virulencia deletados o ¡nactivados como posibles cepas vacunales (Taylor et al. 1994; 

Michalski et al. 1993). Hasta ahora la vacuna que ha arrojado mejores resultados es la creada en 

1985 de organismos completos de V. cho/era, con los genes de CT A y CTB inactivados por la 

inserción de genes foráneos en el operón. complementada con CTB purificada (WCIBS por su 

nombre en inglés '\,·hole cell plus B subunit"). la cual protege contra los dos biotipos de V. 

cholerae y genera una memoria de dos años, pero se dejó de aplicar porque era muy costoso 

obtener CT13 purificada. Sin embargo, Sánchez et al. (1989) crearon un sistema para obtener CTB 
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recombinante en grandes cantidades para utilizarla nuevamente (vacuna WCIBSr "whole cell plus 

B subunit recombinant"). Esta vacuna fue probada en Perú en 1998 y 1999 Y el 61 % de los 

individuos dieron una buena respuesta inmune con dos dosis en seis semanas (Taylor et al. 2000). 

Las plantas como vacunas comestibles 

Desde hace varios años las plantas se han utilizaao como biorreactores para producir proteínas 

recombinantes de interés farmacéutico o vacunal (Arakawa et al. 1998). Las plantas transgénicas 

con tejidos comestibles que al ser consumidos provocan inmunidad contra alguna proteína de 

interés llevó al concepto de vacuna comestible, introducido por el gurpo de Arntzen (Mason et al. 

1995). Las plantas podrían abaratar la producción de vacunas en gran escala y la inmunización 

oral para niños y adultos seria más sencilla (Amtzen 1997, Wells 1999). 

Las plantas pueden producir proteínas exógenas mediante expresión transitoria o 

expresión estable. Para la producción masiva se prefiere la segunda y el método más común para 

obtener transfonnantes estables es el uso de Agrobaterium tume/adens, aunque también puede 

utilizarse la introducción del ADN por biobalística o electroporación (Davey et al. 1989). 

Ya se han empleado plantas tansgénicas que expresan LTB termolábil o CTB como 

vacunas comestibles experimentales con buenos resultados en ratones y humanos (Haq el al. 

1995; Tacket et al. 1998; Arakawa et al. 1998). 

Desarrollo de vacunas comestibles 

Las primeras plantas capaces de expresar genes foráneos fueron obtenidas por Curtis et al. (1990), 

y luego se obtuvieron otras expresan proteínas de Streplrococcus mulans en las hojas del tabaco 

(Ma 1998). Mason (1995) demostró la expresión del antígeno de superficie del virus de la 

hepatitis B HBsAg en tabaco. 

Dalsgaard et al. (1997) demostraron que las proteinas producidas en plantas pueden 

generar inmunidad en animales. Inmunizaron seis visones por vía nasal con el epítopo VP2 de 
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una proteína de cápside del virus de la enteritis del visón producido en las hojas de frijol y 

posteriormente expusieron al virus a los animales inmunizados. Solo uno de los seis visones 

inmunizados desarrolló diarrea. 

Haq et al. (1995) obtuvieron plantas de papa y tabaco que expresan LTB. El gen 

correspondiente contiene una secuencia que codifica un péptido para la retención microsomal 

(SEKEL), y su producción fue alta (14 flg de LTB por gramo de proteína de hojas de tabaco y 

110 flg por gramo de proteína de microtubérculos de papa). Un año después Hein et al. (1996) 

produjeron CTB y CTA en plantas transgénicas de tabaco. Ambos grupos comprobaron que la 

subunidad B se pentameriza, es reconocida por el gangliósido GM 1, e induce anticuerpos 

específicos en ratones Balb/c inmunizados por vía oral. 

Arakawa el al. (1998) obtuvieron papas transgénicas que expresan 30 flg de CTB 

pentámerica por gramo de proteína en todos los tejidos de la planta. Inmunizaron ratones y 

obtuvieron sueros capaces de neutralizar la actividad de la holotoxina en ensayos in vi/ro. 

Taket et al. (1998) probaron en voluntarios adultos papas transgénicas que expresan un 

. gen de L TB que cuenta con la señal SEKEL Las papas cocinadas mantienen el 50% de 

antigenicidad y los sueros de voluntarios que comieron estas papas neutralizan el efecto de la 

holotoxina en ensayos in vitro. 

Los resultados descritos indican que las proteínas producidas por plantas retienen su 

actividad y que su calidad es comparable a las producidas eñ otros sistemas eucariontes como las 

levaduras (Hammond 1999). 

La tendencia actual es desarrollar vacunas comestibles de mayor aceptación que el tabaco 

o la papas tales como el tomate (Mac Cormikc et al. 1991) o el plátano (Honig 1997), y empresas 

biotecnológicas transnacionales como DuPont, Axis Genetic y ProdiGene están invirtiendo 

fuertemente para obtener vacunas comestibles y comercializarlas (Wells 1999). 

Expresión transitoria 

La expresión transitoria deriva de genes que no se han integrado a los cromosomas y permite la 

síntesis de proteína transgénica por cierto tiempo (Rasmussen et al. 1993). El número de 
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molécuJas de DNA que entran a las células es mucho mayor que el de las que se integran a los 

cromosomas, por lo que la expresión transitoria puede detectarse con menor cantidad de material 

vegetal transformado (Bailas et al. 1987). 

Los ensayos de expresión transitoria en protoplastos vegetales permiten analizar 

diferentes aspectos de la transformación vegetal. Se usan para conocer la eficiencia de los 

promotores de virus vegetales y determinar las condiciones apropiadas para la transformación 

(Oavey el al. 1989). 

En este trabajo nos propusimos obtener rransformantes transitorias de células de zanahoria 

que expresen el gen silvestre CTB. Dividimos el trabajo en tres etapas. Primero montamos y 

comparamos los métodos transformación por electroporación, tratamiento con polietilénglicol 

(PEG) y una combinación de ambos. Luego analizamos la expresión transitoria de dos genes 

reporteros (GFP y GUS) en células de zanahoria transformadas para comparar la eficiencia de 

expresión de dos vectores y dos promotores diferentes para determinar las condiciones y tiempos 

de expresión apropiados para la transfonnación. Finalmente tratamos de detectar y cuantificar la 

expresión transitoria de CTB en células de zanahoria transformadas. 
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JUSTIFICACIÓN 

1. La obtención y mantenimiento de células de zanahoria en cultivo son métodos confiables, 

reproducibles y bien establecidos. 

2. La transformación de protoplastos de zanahoria es una de las más eficientes en el campo 

de la biotecnología vegetal. 

3. El análisis de la expresión transitoria de genes repol1eros (como GFP y GUS) permitiria 

establecer condiciones apropiadas para transfonnar células de zanahoria en cultivo a partir 

de la cuales podrían obtenerse vacunas comestibles en el futuro. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General 

Obtener zanahorias transgénicas que expresen CTB y puedan emplearse como vacunas 

comestibles. 

Objetivos particulares 

l. Transformar células de zanahoria con el plásmido pCAMBIA 1302, portador del gen de la 

proteína verde fluorescente (GFP) como reportero, mediante tres métodos: 

a. Polietilénglicol, 

b. Electroporación 

c. Una combinación de ambos. 

2. Determinar la actividad de P-glucuronidasa (GUS) y la proteína verde fluorescente (GfP) 

en células de zanahoria transfonnadas transitoriamente con los plásmidos 

pCAMBIA 1302, pCAMBIA 1304 y pBI426, para determinar las condiciones que permitan 

maximizar su expresión. 

3. Transformar células de zanahoria con los plásmidos pUI235CTBL2, pUI235CTBOA y 

pUIEFICTBO.3 que codifican la subunidad B de la toxina del cólera y detectar su 

expresión. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

SUSPENSIÓN DE 
CÉLULAS DE ZANAHORIA 

OBTENCIÓN DE 
PROTOPLASTOS 

i. 
TRANSFORMACIÓN 
CON pCAMBIA1302 

.¡. 

~ 
ELECTROPORACIÓN I PEG +ELECTROPORACIÓN I 

1/ SELECCIÓN DE UN 
MÉTODO DE 

TRANSFORMACIÓN: 

~ .. 
TRANSFORMAR TRANSFORMAR 

CON pCAMBIAI302 CON pCAMBIA1304 
pCAMBIAI304 pBI426 

.., ..-
COMPARAR Y MAXIMIZAR COMPARAR Y MAXIMIZAR LA 

LA EFICIENCIA DE EFICIENCIA DE LOS 
EXPRESIÓN DE GFP PROMOTORES 35S y 235S PARA 

~ 
LA EXPRESIÓN DE GUS 

V TRANSFORMAR 
CON pUI235CTB1.2 

P UI235CTBO.4 
pUIEFICTBO.3 

.. 
DETECTARLA 
EXPRESIÓN DE 

CTB 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo de zanahoria y plásmidos 

Para la transformación se usaron suspensiones celulares de zanahoria de cuatro días de 

incubación, obtenidos de explantes de hipocotilo de plántulas de zanahoria (DauclIs carota var. 

Nantes) (Nava 1995). 

Los plásmidos pCAMBIAI302 y pCAMBIAI304 (Tabla 1) contienen el gen de la 

proteína verde fluorescente (GFP) como reportero; el segundo porta además el gen uidA que 

codifica P-glucuronidasa (GUS); ambos plásmidos regulan la expresión de los genes reporteros 

con el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (PCaMV35S) (Fig. 1). El plásmido 

pB1426 (Tabla 1) porta los genes uidA y nptll en fonna bicistrónica bajo el control 

transcripcional del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor duplicado en tándem 

(PCaMV235S) (Fig. I)(Malpica 1998). 

Los plásmidos usados para ensayar la expresión de CTB en células de zanahoria, 

pUI235CTBI.2 y pUI235CTB0.4 (Tabla 1), contienen ctxH fusionado con la secuencia lider de 

LIB y bajo el control de PCaMV235S (Fig. 1). El pUIEFIO.3 (Tabla 1) contiene ctxH fusionado 

con el promotor PEF-I pAt (Fig. 1) (Mal pica 1998). 

Aislamiento y purificación de protoplastos de zanahoria 

Doscientos mililitros de suspensión celular de 4 días de incubación fueron centrifugados a 70xg. 

El botón celular se resuspcndió en 50 mi de solución enzimática (CaCb 1.5 mM, manitol 0.4 M. 

glucosa 0.3 M, celulasa 2%, pectinasa 1% y medio de cultivo Murashigc Shock modificado 
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[MSm], pH 5.6) Y la mezcla se incubó a temperatura ambiente por 20 h con agitación lenta 

(Saunders el a/. 1995; Malpica 1998). La suspensión celular se filtró a través de mallas finas de 

poliéster y el filtrado se centrifugó a 70xg por 7 min y la pastilla se resuspendió en 50 mi de 

solución para flotación (sacarosa 25% y MSm) (Chupeau et al. 1970) Y los protoplastos se 

centrifugaron a 500xg por 20 mino 

La nata de flotación se recuperó con una pipeta Pasteur en un tubo Falcon de 50 mi, se le 

agregaron 20 mi de solución de lavado 1 (manitol 0.6 M, medio de cultivo Gamborg 85 0.33%, 

CaCh 1.5 mM, MES 25 mM y MSm, pH 5.6) Y se ~entrifugó a 70xg durante 7 mino La pastilla se 

resuspendió en 10 mI de solución de lavado 2 (manitol 0.6 M, Oamborg B5 0.33%. MgCh 15 

mM, MES 25 mM y MSm, pH 5.6) Y se tomaron 10 fll de suspensión celular para el cálculo de la 

densidad celular en el hematímetro; la densidad se ajustó a 2x106 células/mi (Bhosswani el al. 

1989; Rasmmussen el al. 1993). 

Transformación por electroporación 

Se resuspendieron las células en solución de electroporación (HEPES 10 mM, manitol 0.6 M, 

KCI l SO mM, MgCh l S mM y MSm, pH5.6); a cada mililitro de suspensión se adicionaron SO 

flg de DNA de esperma de salmón ( DNA acarreador) y 10 flg del plásmido transforman te. Se les 

dió un pulso eléctrico de 0.75 kV/cm' en el electroporador BRL450 (Life Technologies); los 

protoplastos se incubaron en cajas de cultivo, se les agregaron 2 mi de solución de cultivo (MSm 

con manitol 0.4 M Y glucosa 0.2 M) Y se incubaron en la obscuridad a temperatura ambiente 

(Zaghmout et al. 1992; Malpica 1998). 

Transformación con PEG 

A muestras de l mI de suspensión (2xI0'células/ml) se les agregó SO flg ADN acarreador, 10 flg 

de plásmido transformante y un volumen igual de PEO al 50% (Kung el al. 1993). Se mezcló 

bien por pipeteo y se dejó reaccionar el PEG por 30 min a temperatura ambiente: después se 
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agregaron alícuotas de 2 mi de solución de lavado l en cinco ocasiones a intervalos de 5 min para 

diluir el PEG y detener la reacción. Finalmente las células se centrifugaron a 70xg por 7 min, la 

pastilla se resuspendió en 5 mi de solución de cultivo y se mantuvo en la obscuridad a 

temperatura ambiente (Rasmussen et al. 1993). 

Transformación con el tratamiento combinado 

A muestras de l mi de suspensión celular (2x 106 células/mi) en tubos Falcon de 15 mi se 

agregaron 50 flg DNA acarreador y 10 flg de plásmido transfonnante. Después se les adicionó 

PEG al 50% para obtener una concentración final de 13%. Se mezcló bien y se incubó a 4fc por 

10 min, al cabo de los cuales se dejó enfriar a temperatura ambiente por 5 mino Posterionnente las 

mezclas se colocaron en hielo por 5 min, se les dio un pulso eléctrico de 0.75 kV/cm2 en el 

electroporador, se incubaron a temperatura ambiente por 5 min y finalmente se les agregaron 2 

mi de solución de lavado 1 en cinco ocasiones a intervalos de 5 min para diluir el PEG y detener 

la reacción. Después las células se centrifugaron a 70xg por 7 min y las pastillas se 

resuspendieron en 5 mi de medio de cultivo y se dejaron en la obscuridad a temperatura ambiente 

(Shillito el al. 1985). 

Permeabilidad celular 

Durante la aplicación de cada método de transfonnación, a un par de suspensiones de I mi se les 

agregaron 100 fl! de azul de Evans, después se lavaron por centrifugación para retirar el exceso 

de colorante se incubaron en medio de cultivo en la obscuridad a temperatura ambiente y a las 24 

h se obseryaron al microscopio. El porcentaje de células teñidas se consideró como un indicador 

de la permeabilidad que provocó cada tratamiento (Saunders el al. 1995). 
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Viabilidad celular 

Después de 24 h dI!' haber sido tratadas, se tomaron alícuotas de 100 J .. tI de las suspensiones 

celulares transformadas, se mezclaron con 400 ¡ .. ti de medio de cultivo y se les agregaron 5 III de 

FDA (0 .. 02%).. La mezclas se incubaron por 3 min )' se observaron al microscopio de 

epifluorescencia (filtro excitatorio de 490 nm e inhibitorio de 515 run). El porcentaje de células 

fluorescentes se consideró como un indicador de la viabilidad de la población celular (Widholm 

1972). 

Detección de G FP 

Una gota de cada suspensión celular transfonnada con pCAMBIA 1302 o pCAMBIA 1304 

mediante los diferentes métodos fue observada en el microscopio de epi fluorescencia (filtro 

excitatorio de 490 nm e inhibitorio de 460 nm). para observar la emisión de luz por la proteína 

verde. El porcentaje de células transfonnadas se calculó como el cociente resultante de dividir las 

células fluorescentes entre el total de células observadas (Niwa et al. 1996; Malpica 1998). 

Actividad GUS por colorimetría 

El ensayo co!orimétrico tiene una sensibilidad moderada, pero pennite realizar ensayos de larga 

duración gracias a la I!'stabilidad de la enzima. Se usó como control de las condiciones del ensayo 

(Jefferson 1989) la cinética de GUS en mezcla con lisados de E. coli KI2 (Fig. 2). 

Las células de zanahoria transfonnadas con pCAMBIA 1304 o pBI426 fueron incubadas 

24 h, 48 h Y 72 h se centrifugaron a 70xg por 7 min y se resuspendieron en 500 ¡d de solución de 

lisis (NaH,PO, 50 m~1. NaCI 0.1 M, EDTA 0.1 mM, Tritón X-lOO 0.1%, fl-mercaptoetanol 10 

mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 25 ¡.glml, pH 7) Y se lisaron por dos pulsos 

ultrasónicos de 20 :,. Se diluyeron 1: 10 en mezcla de reacción (NaH2P04 50 mM, p­
mercaptoetanol 10 m~1. p-nitrofenolglucurónido 2 mM, Tritón X-lOO 0.1%, pH 7) Y se dejaron 

incubar hasta 96 h a 37'C (Jefferson 1987) A intervalos de 24 h se tomaron una alicuotas de 100 
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111 se colocaron los pozos en una placa de ELISA y las reacciones se detuvieron con 40 111 de 2~ 

amino, 2~metil propanediol 2.5 M Y se leyeron a 415 nm. 

Contenido de proteínas 

Se delenninó la concentración de proteínas por el método de Bradford (1976), con una curva 

patrón de seroalbúmina de bovino (BSA, I mglml) (Fig. 3). 

Detección de G US por tinción con X-Glu 

Las células de zanahoria transfonnadas con pCAMBIAI304 o con pBl426 e incubadas por 24 h Y 

48 h se centrifugaron y se resuspendieron en de reacción (glutaraldehido 25%, NaH2P04 0.1 M, 

Tris 50 mM, X-Olu I mM pH 7) (Jefferson 1987; Rassmusen et al. 1993) se incubaron 24 horas y 

se observaron al microscopio de luz transmitida para detenninar el porcentaje de células azules 

que reaccionaron con el sustrato. 

Detección de CTB 

Una placa de EUSA con 150 ng de CTX inmovilizados por pozo se lavó tres veces con 200 fll de 

solución de lavado (caseína 0.3% disuelta en PBS~Tween 20 1%) por pozo. Posteriormente se 

agregó caseína (100 fll por pozo) por I h a temperatura ambiente para bloquear la placa. 

Ciento cincuenta 111 de cada una de las diluciones seriadas al doble de una solución madre 

de CTX (1 rnglml) se mezclaron con el mismo volumen de una solución de anticuerpos de ratón 

antiCTX (1 :2000) y se incubaron 10 min a temperatura ambiente. Los pozos de la placa se 

lavaron tres veces con 200 111 solución de lavado (caseína 0.3% disuelta en PBS-Tween 20 1%) 

por pozo y después se agregaron 100 111 las diferentes mezclas de CTX y antiCTX a pozos 

diferentes y se incubaron l h a temperatura ambiente. Después se lavaron (200 JlI por pozo) tres 
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veces con solución de lavado y se agregó el anticuerpo conjugado de chivo antirratón (1 :2000) en 

solución de lavado (1 00 ~I por pozo) y se dejaron 1 h a temperatura ambiente. Finalmente se 

lavaron tres veces los pozos con solución de lavado, se agregó (100 Jll por pozo) la solución de 

reacción (4.5 mM FDA, 3.45 mM H202), se incubó 1 h cn penumbra y la reacción se detuvo con 

H,SO, 2 N. Las placas se leyeron en un lector de ELISA a 492 nm. 
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Tabla l. Plásmidos utilizados (ver diagrama en la Fig. 1) 

Plásmido Características 

pCAMBlA1302' Genes de la proteína verde fluorescente (gfp) y de resistencia a 

higromicina y a kanamicina regulados por el promotor 35S del \·irus 

del mosaico de la coliflor (PCaMV35S). 

pCAMBlA1304' Genes g(p y de p-glueuronidasa (uidA) arreglados de forma 

bicistrónica. Genes de neomicina fosfotransferasa (nptIJ) y de 

resistencia a kanamicina. Todos regulados por PCaMV35S. 

pB1426' pUC 18 con PCaMV235S y el potenciador Q del virus del mosaico 

del tabaco como reguladores de los genes uidA-nptJI. 

pUI235CTB1.2' pUI235 con IIptlI y la secuencia codificante de CTB con la 

secuencia no traducida 3' de CTX y la del péptido Iider de L TB, 

controlados por PCaMV235S (PCaMV35S duplicado en tándem). 

pUI235CTBO.4' PUI235 con IIpllI y la secuencia de CTB del péptido Iider de LTB, 

bajo el control del promotor PCaMV235S. 

pUIEFICTBO.3' pUIEFI-5.1 con el promotor del gen eEf-lfJ de Arabidopsis Ihaliana 

(PeEF-lpAt) para regular nplll y la secuencia de CTB. 

aCenter for the Application ofMolecular Biology to Intemational Agriculture 

bMalpica 1998 
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pCAMBlA1302 

HigromiciDa (R) P35S P35S gfp 

pCAMBIA1304 

npl/l P35S P35S gfp uidA 

pBI426 

1'235S uidA IIptll 

pU1235CTB1.2 

.,,--j¡ ...••••••••••• py ____ ----'I--~ 
nptlI PDOS P235S ctxB 1.2 

pUI235CTB0.4 

nptlI Po os P235S ctxB 0.4 

pUIEFICTBO.3 

.. 
nptll PDOS P,EF-I~At ctxB 0.3 

Fig. 1. Genes de interés en las construcciones de los plásmidos empleados. 
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Fig. 2. Cinética de P-glucuronidasa de E. coli K12. Las células de un cultivo de toda la noche se 

lavaron y se lisaron por sonicación. Ellisado se añadió a la mezcla de reacción. La actividad 

enzimática se determinó cada hora en un lector de EUSA con un filtro de 415 nm. 
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Fig. 3. Curva patrón de proteínas con el método de Bradford. Se obtuvo con diluciones seriadas 

al doble de una solución madre de BSA (! mg/ml). 
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Fig. 4. Curva patrón de CTX por ELISA competitivo. Diluciones seriadas al doble de una 

solución madre de CTX (400 ngll 00 ~I) fueron mezcladas con un volumen igual de anticuerpos 

antiCTX (1 :200) por 10 mino Luego se colocaron 100 J.ll de cada mezcla con 150 ng de CTX 

inmovilizados y el ensayo se reveló con FDA y HZÜ2. 
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RESULTADOS 

Comparación de tres métodos de transformación 

Comparé los siguientes métodos de transformación por pCAMBIA1302 (yector que pennite 

expresar GFP bajo control del promotor PCaMV235): 1) polietilénglicol (PEG) 25%, 2) 

electroporación O.75kV/cm2 y 3) una combinación de los anteriores (polietilénglicol 12% más 

electroporación O.75kV/cm2
). Con cada método determiné la proporción de células viables, 

permeabilizadas y transformadas. 

El porcentaje de células viables fue similar (Pig. 6), pero hl,lbo diferenc.ias en el porcentaje 

de células permeabilizadas; la electroporaciún dio el más bajo con 24% (contra 63.5% y 59.9% 

del método con PEG y del combinado, respectivamente) (Fig, 7), pero la expresión de GFP fue 

similar con los tres métodos (Fig. 9). 

Con estos resultados decidimos comparar la eficie¡·¡.cia do;! expresión de GfP mediada por 

dos plásmidos similares, pCAMBIA1302 y pCAMBIA1304, 

Eficiencia de la expresión con pCAMBIA1302 y pCAMBIA1304 

Muestras de células de zanaboria tratadas con pCAMBIA1302 o pCAMBIAI304 fueron 

observadas en el microscopio de fluorescencia 24 h después de haber sido transformadas con el 

método combinado (Fig, 8), 

La proporción de células que expresaban GFP con pCAMBIA1304 (21,2%) fue un poco 

más del doble que con,pCAMBIA1302 (9%) (Fig, 10), 
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Concluí que pCAMBIA1304 es más efectivo para expresar GFP en células de zanahoria 

que pCAMBIA 1 302 Y decidí usar pCAMBIA 1 304 para detenninar el tiempo de la expresión 

máxima de GFP en células de zanahoria. 

Viabilidad y expresión máxima de GFP en células transformadas 

Era importante saber cuándo se recuperaba la viabilidad de las células transfonnadas y cuándo 

era mayor la expresión del reportero para luego tratar de maximizarla con los plásmidos que 

contienen el gen de eTB pero no un reportero observable como el de GFP. 

La viabilidad de las células tratadas con pCAMBIA 1304 se recuperó de 69.9% a las 24 h 

a 90% a las 48 h; la expresión de GFP también fue máxima a las 48 h con una proporción del 

25% y se mantuvo hasta las 71 h (Fig. 11). 

Concluí que la recuperación de la viabilidad y la máxima expresión de GFP ocurre a las 

48 h después del tratamiento. 

Expresión de ll-glucuronidasa (GUS) 

Los plásmidos que contienen el gen de eTS regulan su transcripción con el promotor 

PCaMV235S duplicado en tándem, más potente que el promotor simple PCaMV35S. Para ver si 

se cwnplía esta predicción, comparé la expresión de GUS bajo el control de ambos promotores. 

Para ello usé pCAMBIA 1304 )' pB1426 porque el primero tiene el promotor simple mientras que 

el segundo tiene el promotor doble. Analicé la expresión de GUS por colorimetría y por tinción 

con X-GJu de las células transfonnadas. 

Los lisados de células de zanahoria a las 24 h de haber sido tratadas con pBI426 tuvieron 

actividad de GUS confiable sólo después de 90 h de incubación, y la actividad específica fue de 

0.110 Y 0.085 A.,,/rng de proteina/h en dos experimentos independientes (Fig. 12). Estos valores 

fueron 18.3 y 14.2 veces más altos que los de Iisados de células de zanahoria no transfonnadas 

(0.006 A.,,/mg de proteina/h) (Tabla 2). 
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El análisis de la expresión de GUS en células de zanahoria transformadas con pBI426 y 

teñidas con X-Glu mostró 43% de células positivas a las 24 h (Fig. 13), mientras que solamente 

se tiñó el 24.5% de las células transformadas con pCAMBIAl304 y las proporciones 

disminuyeron a 19% y 17.8% a las 48 h, respectivamente (Fig. 14). 

En conclusión, el promotor doble PCaMV235S fue más potente que el promotor simple 

para la expresión de GUS en células de zanahoria. Por otra parte, la tinción celular fue más 

sensible pero menos duradera que la colorimetría para detectar la expresión de GUS en las 

mismas células de zanahoria transfonnantes. 

Los resultados de estos experimentos exploratorios para maximizar la expresión de OFP y 

GUS, decidimos analizar la expresión de CTB en células de zanahoria 24 h y 48 h después de 

haber sido transfonnadas. 

Expresión de CTB 

Mediante un método de ELISA competitivo muy sensible, ya que permite detectar un mínimo de 

6 ng de CTB, analicé la expresión de CTB en lisados de células de zanahoria que fueron tratadas 

24 y 48 h antes con pUI235CTB \.2 (el cual contiene el gen ctxB fusionado a la secuencia no 

traducida 3' de CTX y a la del péptido Iider de L TB, y controlado por PCaMV235), con 

pUI235CTB0.4 (ctxB fusionado a la secuencia del péptido Iider de LTB controlado por 

PCaMV235S), O con pUIEFICTBOJ (ctxB controlado por PeEF-I p). 

Los lisados de células que fueron transfonnadas con los tres plásmidos no expresaron 

niveles detectables de CTB. 
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Fig. 5. Células de zanahoria teñidas con diacetato de tluoresceína (FDA). La observación de las 
células se hizo en el microscopio de tluorescencia, con lámpara de mercurio, filtro excitador de 
490 nm y filtro inhibidor de 515 nm. 
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Fig. 6. Viabilidad de las células de zanahoria después del tratamiento con PEG, electroporación o 
ambos. La viabilidad es expresada como el porcentaje de células que fluorescicron después de ser 
tratadas con FDA. Los valores de los controles en cada ensayo fueron respectivamente 79%. 
69.2% Y 72.5% (nonnalizados al 100%). 
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Fig. 7. Perrneahilización de las células de zanahoria tratadas con PEG, electroporación o ambos. 
Se agregaron 100 fll de alul de Evans a una suspensión de I mi (2x 10' células/mi) durante cada 
tratamiento de transformación; las células se lavaron por centrifugación y se dejaron 24 h en la 
obscuridad, al cabo de las cuales se observaron con el microscopio de luz transmitida. El 
porcentaje de células teñidas indica el grado de permeabilización. 
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Fig. 8. Expresión de GFP en células de zanahoria transfonnadas por pCAMBIA1302 mediante 
tratamiento con PEG, electroporación o ambos. El porcentaje de células zanahoria que 
expresaban GFP se determinó a las 24 h, como en la figura anterior. 

33 



Fig. 9. Células de zanahoria transformadas por pCAMBIA1302 o pCAMBIAI304 que expresan 
la proteína verde !luorescente (GFP). (A) Grupo de células de zanahoria transformadas con 
pCAMBIA1302 que expresan GFP observadas con el objetivo 20x. (B) Célula de zanahoria 
transfonnada por pCAMBIA1304 observada con el objetivo 40x. 
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Fig. 10. Expresión de GFP en células de zanahoria transformadas por pCAMBlAI302 o 
pCAMBIAI304. Las células fueron tratadas con PEG 12% Y 0.75 kV/cm' y transformadas con el 
plásmido pCAMBlA 1302 o pCAMBIA 1304. El porcentaje de células fluorescentes se determinó 
igual que en la figura 9. 
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Fig. 1 I. Viabilidad y expresión de GFP en células de zanahoria a diferentes tiempos después 
haber sido transfonnadas por pCAM8lAl304 mediante tratamiento con PEO 12% y 0.75 
kV/cm'. (A) Viabilidad de las células detenninada con FDA a las 24, 48 Y 72 h. (8) Expresión de 
GFP. 

36 



Tabla 2. Actividad especifica de GUS en lisados de células de zanahoria transformadas con 

pBI426 

Lisado I'gllOO 1'1 

Controle 

Experimento I d 

Experimento 2d 

aCon 90 h de incubación 

bA4ls/rng de proteína/h 

26.0 

19.8 

18.1 

~15a 

0.013 

0.198 

0.139 

cCélulas de zanahoria no transformadas 

dCélulas de zanahoria transformadas 

AE 

Absolutab Relativa 

0.006 (1.0) 

0.110 18.3 

0.085 14.2 
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Fig. 12. Actividad específica de GUS en Iisados de células de zanahoria transformadas con 
pCAMBIAI304. Las células se lisaron 24 h después de haber sido transfonnadas y se incubaron 
90 h en la mezcla de reacción. 
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Fig. 13. Célula de zanahoria que expresa p-glucuronidasa después de haber sido transformada por 
pCAMBIA1304. Veinticuatro horas después de ser transformadas, las células se mezclaron con 
X-Glu y se incubaron 24 h más. 
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Fig. 14. Expresión de p-glucuronidasa en células de zanahoria. El porcentaje de células teñidas 
con X-Glu se obtuvo mediante observación en el microscopio de transmisión de muestras que 
fueron transfonnadas 24 y 48 h antes con pCAMBIA 1304 o pB1426. 
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DISCUSIÓN 

Comparación de los métodos de transformacióp 

La expresión transitoria en plantas se utiliza para analizar la eficacia de la transformación por 

diversos vehículos y promotores y para asegurar la expresión de genes sintéticos antes de tratar 

de obtener transformantes estables (Bailas et al. 1987). 

Saunder et al. (1995) demostraron en células de zanaboria la correlación de la viabilidad y 

la penneabilidad ocasionada por la electroporación con la frecuencia de obtención de 

transformantes estables, y propusieron medir la viabilidad y la permeabilidad para optimizar las 

condiciones de transformación y comparar diferentes métodos de transformación. Por otra parte, 

la electroporación es tres veces má .. efectiva para transformar células vegetales que el tratamiento 

con PEG (Davey el al. 1996), y la combinación de ambos métodos aumenta mil veces la 

proporción de transformantes estables (Shillito et al. 1985). Sin embargo, cuando nosotros 

analizamos la expresión transitoria de GFP en células de zanahoria estas predicciones no se 

cumplieron y la viabilidad después de cada tratamiento fue similar (Fig. 6), mientras que la 

permeabilidad de las células tratadas por electroporación fue casi tres veces menor que la 

provocada por PEG 25% Ó PEG 12% más electroporación (Fig. 7). Aunque esperábamos que el 

porcentaje de células que expresaban GFP fuera menor con la electroporación, la proporción fue 

igual con los tres métodos (Fig. 8). 

Como de cualquier manera se acepta que el método de transformación más eficiente es el 

combinado, decidí seguir usando éste para los experimentos subsécuentes. 

Eficiencia de expresión de dos vectores similares 
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Plásmidos similares deberían tener eficiencias similares de expresión, pero al comparar la 

expresión de GFP en células de zanahoria transformadas con pCAMBIAI302 o pCAMBIAI304 

(ambos tienen GFP bajo control del PCaMV35S) obtuve el doble de células que expresan GFP en 

muestras transformadas con pCAMBIA l 304 (Fig. 10), por lo que decidí usar este plásmido para 

intentar maximizar la expresión de GFP. 

Viabilidad y expresión máxima de GFP en las células transformadas 

La máxima recuperación de la viabilidad (90%) (Fig. l lA) Y la mayor expresión de GFP en 

células transformadas con pCAMBIA l 304 ocurrieron a las 48 h después del tratamiento (Fig. 

llB). Estos resultados son aceptables porque la máxima expresión transitoria de GFP en células 

vegetales ocurre generalmente entre las 24 y 48 h después de ser transformadas (Saunders et al. 

1995; Davey et al. 1989). 

Expresión de GUS 

El promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (PCaMV35S) es reconocido como un 

promotor fuerte, apropiado para transformar células vegetales (Toper et al. 1989). Cuando este 

promotor se duplica en tandém (PCaMV235S) la segunda copia funciona como un potenciador 

transcripcional que aumenta hasta diez veces el nivel de expresión (Malpica 1998). 

Cuando comparé la expresión de GUS por colorimetría en lisados de células de zanahoria 

que habian sido transformadas 24 h antes con pCAMBIA l 304 (que contiene el promotor 35S), 

con los lisados de células transformadas con pBI426 (que contiene el promotor 235S), sólo 

obtuve actividad confiable en los segundos (Tabla 2). El método colorimétrico es menos sensible 

que la linción de células, pero las condiciones en las que tratamos los lisados garantizan que GUS 

se mantiene por largos períodos (Jefferson, 1986); por eso pudimos hacer los experimentos 

dejando los lisados hasta 96 h (Fig. 12). Rasmussen et al. (1993) determinaron con un método 

fluorornétrico que la máxima expresión de GUS en células de zanahoria ocurre 72 h después de la 

transformación; estos datos pueden deberse a la mayor sensibilidad del método que ellos USaron. 
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Malpica (1998) utilizó el mismo plásmido y las mismas condiciones que nosotrOS para 

analizar la expresión de GUS en lisados de células de zanahoria transfonnadas por 

electroporación y no encontró actividad de GUS. La detección de la actividad de GUS por 

nosotros en células tratadas con el método combinado manifiesta una mayor eficiencia de 

transfonnación que la obtenida por Malpica (1998). 

Mediante la tinción celular con X-Glu (Fig. 13) también observamos que la máxima 

expresión de GUS ocurrió a las 24 h, y que las muestras transformadas con pBI426 tenían una 

mayor proporción de células que expresaban GUS (Fig. 14). Estos resultados. semejantes a los 

obtenidos por Rasmussen et al. (1993), confinnan que para detenninar la actividad de GUS la 

tinción celular con X-Gtu es un método más sensible pero menos duradero que el calorimétrico,. 

El análisis de la expresión de genes reporteros en células de zanahoria indicó que las 

condiciones, el método y los promotores fusionados a clxB usados para transfonnar células de 

zanahoria funcionan eficientemente. 

Expresión de CTB 

La expresión de GFP y GUS fue similar y máxima a las 48 y 24 h respectivamente. y confinnó 

que el PCaMV235S (promotor que regula a ctxB) es más eficiente que PCaMV35S. 

Sin embargo, en numerosos intentos de transfonnación no encontré evidencias de 

expresión de eTB con el ensayo de ELISA competitivo. Estos resultados negativos podrían 

deberse a que: 1) no hay transcripción de ctxB, 2) sí hay transcripció~ pero no hay traducción de 

CTB, 3) la traducción de eTB es ineficiente por el uso de codones bacterianos en las células de 

zanahoria y 4) la CTB recombinante es degradada inmediatamente. 

Para aumentar la detección de la expresión transitoria de eTB en las células de zanahoria 

transformadas podríamos aislar el RNA total y realizar un RT peR usando primer específicos 

para eTB y probar si hay transcripción de las construcciones. 

Otra opción sería obtener células de zanahorias transformadas de forma estable, analizar 

la detección de eTB con una cantidad mayor de biomasa. 
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CONCLUSIONES 

l. Los tres métodos de transfonnación empleados tienen eficiencias similares. 

2. La expresión de los genes reporteros GFP y GUS en las células de zanahoria 

transformadas es igual cuando ambos genes son regulados por el promotor PCaMV35S. 

3. La máxima expresión de GFP en células de zanahoria ocurre a las 48 h de la 

transformación. 

4. La máxima expresión de GUS en células de zanahoria a las 24 h de la transformación 

independiente del promotor. 

5. Confinnamos que PCaMV235S más eficiente que PCaMV35S para expresar genes 

exógenos en células de zanahoria. 

6. Las construcciones empleadas no permiten la expresión de niveles detectables de CTB en 

las células transformadas. 
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