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Introduccion. La expresibn de genes exdgenos
mediante la modificacion genética de cloroplastos,
permite la obtencion de una gran cantidad de proteinas
recombinantes. Este tipo de modificacién carece de
efectos pleiotrépicos y epigenéticos, ademas de que el
costo de produccion es bajo y el escalamiento es sencillo
[1]. Sin embargo, la modificacion genética de cloroplastos
s6lo es rutinaria en la planta del tabaco, la cual, tiene el
problema de generar toxinas que aumentarian el costo
de recuperacién de la protein recombinante. Por lo tanto,
es necesario extender la tecnologia a otras especies
como lechuga (Lactuca sativa) ya que no contiene
compuestos toxicos y ademas, es comestible [2] por lo
que puede funcionar como un sistema de entrega de
nutracéuticos y/o farmacéuticos tales como el antigeno
p24 del VIH-1 que ha sido probado como vacuna
experimental en fase clinica por su capacidad de montar
respuesta de linfocitos citotéxicos [3].

El objetivo del trabajo es disefhar vectores que sean
especie especificos para la generacion de plantas
transplastdomicas estables de lechuga. Para ello se
plantean diferentes estrategias para la construccién de
vectores que permitan maximizar los niveles de
expresion de genes exdégenos en lechuga.

Metodologia. Para la construccion de vectores
especificos se analizé la secuencia del plastoma de
lechuga (Genbank; numero de acceso AP007232);
posteriormente se disefiaron primers especificos para los
sitios de insercién objetivo (trnl y trnV) y para los
promotores y terminadores especie-especificos a utilizar
(Prrn'y TrbcL) en los vectores de expresion. En cuanto al
antigeno p24 del VIH-1, se realizé la escision del mismo
a paritr del vector pZSJH1p24 [3]. La secuencia
codificante de p24 se insertd en los vectores generados
que contienen el casete de expresion del marcador de
seleccion; los promotores usados contienen diferentes
regiones 5’ UTR; (i) el 5° UTR del gen rbcL con un sitio de
unién a ribosoma sintético, (i) el 5 UTR del gen 10 del
bacteriofago T7 (T7g10) y (iii)) el 5 UTR T7g10 + 15
nucledtidos [3, 4]. El cassette de expresion del gen de
seleccidon contara con regiones /ox flanqueantes para su
posterior remocion y se insertara en contraposicion al
cassette de p24 para evitar deleciones 'y
recombinaciones heterdlogas [4] (Fig. 1).
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Fig. 1. Esquema del vector.

Resultados y discusion. La modificacion genética de
cloroplastos es una herramienta rutinaria sélo en la
planta del tabaco; en las demas especies aun esta en
desarrollo. Se sabe que la variacion del genoma del
cloroplasto entre especies es minima, por lo que se ha
intentado en numerosas ocasiones usar los mismos
vectores disefiados para la planta del tabaco con el fin de
transformar otras especies; sin embargo, la mayoria de
las veces no se han obtenido resultados éptimos. Por lo
cual, es necesario producir vectores especie-especificos
y con ello, la obtencién de plantas transplastomicas
estables. Ademas, es de considerarse que los niveles de
expresion, en contraposicion a aquellos observados en
tabaco, han sido bajos [2]; con lo cual surge la necesidad
de buscar alternativas para mejorar los elementos que
controlan los niveles de expresion. En la planta del
tabaco, una estrategia aplicada ha sido variar la region
5’UTR dando lugar a rendimientos mas altos; por lo que
esperamos que al utilizar esta estrategia, se incrementen
los niveles de expresion hasta ahora obtenidos en
lechuga.

Conclusiones. Al momento, se han disefiado los primers
y se ha planteado una estrategia de clonacién para la
construccion de vectores especie-especificos in silico
para la transformacion de Lactuca sativa.
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