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Introduccion. La modificacion genética de cloroplastos,
en comparacion con la modificacion genética nuclear,
tiene varias ventajas; la cantidad de proteinas
recombinantes obtenida es mucho mayor ya que se han
obtenido niveles de hasta un 70% de la proteina soluble
total (1). Ademas, se ha observado que no se presentan
efectos pleiotrépicos y que los niveles de expresion son
mas consistentes entre las distintas lineas obtenidas.
Quizas, la ventaja mas importante es que los plastidos
estan ausentes en el polen de la mayoria de los cultivos
de importancia comercial, lo cual serviria como barrera
de seguridad para evitar la dispersion de los transgenes
(2). La diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmue, en
la cual la disminucién en la produccion de insulina es el
resultado de la destruccion de las células 3 de los islotes
de Langerhans. Esta destruccion es consecuencia de
una respuesta inmune humoral y celular dirigida contra la
enzima glutamato descarboxilasa en su isoforma de 65
kDa (GADG65). Hay estudios con el modelo murino en los
que se demuestra que la administracion de GAD antes
del inicio de la enfermedad pueden prevenir o retardar la
enfermedad (3).

Metodologia. Se utilizé6 un gen quimérico que consiste
en la secuencia que codifica para los primeros 87
aminoacidos (aa) de GAD67 de Rattus norvegicus
fusionada a la secuencia codificante de los aa 88-587 de
GAD65 de humanos (regién que contiene los epitopos
necesarios para desencadenar una respuesta inmune)
(4). Para la expression del gen quimerico gad65/67 en
cloroplastos de tabaco, se construyé el vector
pZSJH1gad que dirige la insercion de los transgenes a la
region rbclL-accD. Utilizando microparticulas de
tungsteno (M-10 Bio-Rad) se bombardearon hojas de
tabaco y se realizaron explantes que se colocaron en
medio MS (suplementado con vitaminas B5, 30 g/L
sacarosa, 1 mg/L de Bencil aminopurina y 0.1 mg/L de
acido naftalen acético) utilizando espectinomicina como
agente de seleccion. Los brotes resistentes a
espectinomicina fueron utilizados para generar plantas y
semillas; posteriormente se realizd un analisis molecular
en las plantas otenidas de éstas.

Resultados y discusion. Se obtuvieron 19 brotes
resistentes a espectinomicina de los cuales 6 lineas
resultaron transplastomicas. En estas lineas se demostré
la correcta insercion del transgen entre los genes rbclL y

accD mediante Southern blot asi como la produccién de
mensajeros del tamafio esperado. De las 6 lineas
transplastomicas se extrajo la proteina soluble total y se
realizé un western blot utilizando anti-ratén anticuerpos
monoclonales a-GAD . Se detectd una banda en todas
las lineas transplastomicas que corresponde a una
proteina de peso molecular aparente de 45 kDa (Fig. 1),
ausente en el control (extracto de planta silvestre). La
proteina obtenida podria ser producto de degradacion o
una forma truncada de GAD65. Un analisis de la
secuencia mostré que existe otro codén ATG en la
posicion 481, con un sitio de unién a ribosoma 5
nucleotidos rio arriba. Debido a que en cloroplastos la
traduccién de mensajeros policistronicos es posible, la
proteina detectada de 45 kDa podria ser el resultado de
una traduccion desde este codoén de inicio alternativo.
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Figura 1. Western blot de diferentes lineas transplastémicas de
tabaco expresando el gen quimérico gad65/67.

Conclusiones. La modificacion genética de cloroplastos
de tabaco fue eficiente al utilizar el vector pZSJH1gad
para la expresion del gen quimérico gad65/67. Se
observo la presencia de una forma truncada de GAD65
(peso molecular aparente de 45 kDa).
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