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INTRODUCCION

Las plantas pueden ser utilizadas como fabricas de moleculas, ya que es posible
expresar en estos organismos genes de cualquier origen, inclusive humanos. Los
sistemas de produccion de farmacos como proteinas recombinantes actualmente
emplean bacterias, levaduras y ceélulas de mamiferos en cultivo, pero cada uno de
estos sistemas presentan limitaciones. Las ventajas de las plantas superan a las
de los sistemas mencionados, ya que incluyen los bajos costos, la produccion a
gran escala, etc. Una ventaja adicional es que las plantas permiten el
almacenamiento estable de la proteina recombinante en semillas y tuberculos,
facilitando su almacenamiento, transporte y distribucion.

En el presente proyecto evaluaremos la factibilidad de expresar una proteina de la
glandula salival del mosquito Aedes aegypti que es el principal vector del virus
dengue. La fiebre del dengue es una enfermedad viral infecciosa de las mas
importantes del mundo (Kim et al., 2010). Los artropodos hematofagos han
evolucionado una mezcla compleja de componentes salivales para contrarrestar la
agregacion de plaquetas, coagulacion de la sangre, la vasoconstriccion, y la
inflamacion para superar este eficiente y redundante sistema hemostatico de los
vertebrados (Ribeiro et al., 2010). La proteina en estudio Aegyptina, es una
proteina salival secretada por A. aegypti, se une al colageno e inhibe la
agregacion y adhesion plaquetaria (Mizurini et al., 2013).

El tabaco presenta diferentes vias para la transformacion genetica, siendo una de
las mas importantes la mediada por Agrobacterium tumefaciens.

A. tumefaciens y sus especies relacionadas como A. rhizogenes y A. vitis son
patogenos reconocidos de plantas y tienen la capacidad de integrar establemente

parte de su material genetico dentro del genoma de su hospedero (Tzfira vy
Citovsky, 2002).
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Figura 3. Extraccion de DNA de
plantas transgenicas dela F2 y
PCR.
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Figura 2. Sistema de transformacion vy
regeneracion en tabaco.
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Figura 1. Aspecto del T-DNA de la construccion de p2x35SAegyptina, el
>_:-2X35S reapting s | aee - _‘ cual contiene: regiones regulatorias esenciales en el vector: (NOS)

promotor de la nopalino sintasa; (NPTIl) gen de resistencia al antibidtico
az kanamicina; (2X35S) promotor bifuncional 35S del virus del mosaico de la

colifor; la proteina de la glandula salival del mosco A. aegypti; (RB) borde

RESULTADOS

Crecimiento de plantas en condiciones estériles:

Figura 4. Aspecto de la germinacion de
semillas de tabaco silvestres (WT) vy
transgenicas (3-2. 3-8 y 3-22), en medio
MS suplementado con kanamicina. A)
medio MS normal y B) medio MS
suplementado con kanamicina.

Extraccion de DNA genomico de plantas de tabaco

Figura 5. Extraccion de DNA genomico de plantas de
tabaco. En el carril 1 se encuentra el marcador
molecular, en el carril 2 la planta silvestre, linea
transgénica 3-2, en el 3, linea transgénica 3-8 en el 4 y
linea transgénica 3-22 en el carril 5.
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Figura 6. Productos de PCR de las muestras de tabaco: A) amplificacion
del gen resistencia a kanamcina (nptll) y B) amplificacion del gen de
interés de la aegyptina. M= marcador de peso molecular; (-)= control
negativo de amplificacion sin DNA; WT= planta de tabaco silvestre; 3-2,
3-8 y 3-22= plantas transgenicas de tabaco y (+)= control positivo de
amplificacion usando como templado el plasmido p2Xaegyptina.
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Figura 7. Productos de PCR de las muestras de tabaco: A) amplificacion
del gen resistencia a kanamcina (nptll) y B) amplificacion del gen de
interés de la aegyptina. M= marcador de peso molecular; (-)= control
negativo de amplificacion sin DNA; WT= planta de tabaco silvestre; 3-2,
3-8 y 3-22= plantas transgénicas de tabaco y (+)= control positivo de
amplificacion usando como templado el plasmido p2Xaegyptina.
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Figura 8. Productos de PCR de las muestras F1 de
tabaco para el gen de la aegyptina. M= marcador de
peso molecular; WT= planta de tabaco silvestre; #3
planta positiva a aegyptina; #4 planta negativa a
aegyptina; y (+)= control positivo de amplificacion
usando como templado el plasmido p2Xaegyptina.

CONCLUSIONES

Las plantas transgenicas de tabaco no segregan el gen de
aegyptina en las filiales 2 y 3.

PERSPECTIVAS

Investigar a fondo del rearreglo del DNA de la aegyptina al
introducirse al genoma de la planta.

Determinar la presencia del gen de aegyptina en muestras
de DNA de semilla F3.

Evaluar la expresion de |la aegyptina (RT-PCR y Western
blot).




