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Introduccion. La insulina es una proteina cuya actividad
hormonal es regular los niveles de glucosa en la sangre
[1]. La deficiencia en su modo de accién produce el
padecimiento conocido como diabetes. La insulina
humana recombinante se ha expresado en diversos
organismos, incluyendo bacterias, levadura, hongos,
células y 6rganos de animales y plantas transgénicas [2].
Aunque su produccién comercial se ha limitado a
microorganismos (Escherichia coli y Saccharomyces
cerevisiae) los sistemas basados en plantas ofrecen
grandes ventajas tanto en produccién, como en
bioseguridad y economia [3]. De igual forma, se ha
propuesto como alternativa de produccion el uso de
cultivos de células, tejidos y organos vegetales (como
raices transformadas), tecnologias que pueden
establecerse a nivel de biorreactores o usarse para
regenerar plantas transgénicas productoras de este tipo
de proteinas que generalmente tienen aplicaciones
biotecnolégicas e industriales. En este trabajo se
presentan los resultados preliminares para la clonacion
del gen Ins en Brassica oleracea var. italica, la cual ha
sido considerada como un modelo vegetal de expresion
para otras proteinas heterdlogas [4].

Metodologia. Se uso la clona 3950204 (Open
Biosystems, USA) de E. coli llevando el cDNA del gen de
la insulina (Ins) insertado en el plasmido pDNR-Lib entre
los sitios de restriccion EcoR |, y Xho |, los cuales fueron
usados para la liberacion del cDNA respectivo. EL cDNA
liberado se amplificé por PCR para luego ser incorporado
al vector pCAMBIA1105.1. Con el constructo resultante
(PCAMINSB) se realizara posteriormente la transfeccion
del cDNA a plantulas de Broécoli via agroinfeccion usando
Agrobacterium rhizogenes LBA9402.

Resultados y discusién. Por un lado, el vector pDNR-
Lib-Ins que contiene el cDNA del gen Ins y el de
resistencia a cloranfenicol; fue extraido y sometido a
restriccion con las enzimas EcoR | y Xho [, lo cual reveld
la presencia de un fragmento con el tamafio esperado
(531 pb). Por otro lado, el vector binario pCAMBIA 1105.1
se caracterizé6 con enzimas de restriccién que liberaran
fragmentos conocidos, entre ellas Nco | y Bgl Il. El

producto de reacciéon de estas enzimas combinadas se
us6 para la ligacién con el producto de PCR del vector
pDNR-Lib-Ins amplificado con los oligos de pre y
proinsulina. Los resultados del analisis por electroforésis
en gel de estos productos de ligacion amplificados en E.
coli DH5a estan siendo analizados para la seleccién de
transformantes adecuadas para la posterior transfeccion
a Brécoli via Agrobacterium. Las clonas de E. coli estan
siendo propagadas en medio LB con estreptomicina.
Concomitantemente, se germinaron semillas de Brocoli
en medio mineral semisdlido B5 y las plantulas
resultantes que mostraron mayor cantidad de raices
fueron utilizadas para establecer lineas de cultivos de
raices no transformadas y transformadas; estas ultimas
por infeccion de los hipocotilos con la cepa silvestre de
Agrobacterium rhizogenes LBA9402 y transformada con
el vector pCAMBIA vacio. Los cultivos de raices
transformadas se establecieron a partir de explantes
extraidos del punto de puncion y propagados
secuencialmente en medio SH semisdlido y liquido.

Conclusiones. Se establecid la metodologia para el
establecimiento de cultivos de raices transformadas de
Brécoli. Se aislé el cDNA de Ins para ser transfectado a
plantulas de Brocoli via Agrobacterium rhizogenes
transformada con el vector pPCAMBIA1105.1, y a partir de
las cuales se estableceran posteriormente cultivos de
raices que expresen el gen Ins.
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