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Introduccion. Los cultivos de raices transformadas,
comunmente conocidas como Hairy roots, han probado
ser modelos biotecnoldgicos adecuados para la expresion
de proteinas heterdlogas con actividad terapéutica y de
diagnodstico. Estas raices son generadas por transfeccion
de material genético fordneo a células vegetales via
Agrobacterium rhizogenes (Tzfira et al., 2006).

En este estudio se establecieron cultivos de raices
transformadas de brdcoli con el cDNA del gen 1 de la
hormona del crecimiento humano (hGH1).

Metodologia. Fue construido un vector binario basado
en el plasmido pCAMBIA1105.1 (pC1105.1) que integra el
cDNA del gen de la hGH1; denominado pCAMhGHE. El
plasmido fue introducido a A. rhizogenes LBA9402 por
electroporacion. Esta cepa fue usada posteriormente para
la induccién de raices transformadas en plantulas de
brécoli por puncion de hipocotilos. La transformacion del
tejido se confirmd por el ensayo de actividad de B-
glucuronidasa (GUS) (Sundaresan 1995) vy por
amplificacion por PCR de la region del cDNA de hGH1
usando como templado el DNA gendmico extraido de las
raices transformadas.

Resultados y discusién. EL andlisis por PCR demostro
la presencia del cDNA del gen hGH1 (822 pb) en vector
quimérico pCAMhGHE (12.9 Kb) después de se
amplificado con los iniciadores 5'-tggtctctcatgggtaaaacgacggccagt—3’
Y 5'- tggtctccgatctcaggaaacagctatgac—3). Tales iniciadores incluyen
en su secuencia el sitio de restriccion Eco31I, aparte a los
de interés (Ncol y BglIII). Con este constructo el cDNA
fue movilizado a A. rhizogenes por electroporacion y
confirmada su presencia por electroforesis y PCR (Fig 1).

Los hipocotilos infectados con la cepa A. rhizogenes
pCAMhGHE mostraron la presencia de raices aéreas,
con las caracteristicas morfoldgicas tipicas de las raices
transformadas, en el punto de punciéon después de 15
dias.

Carrit:

1 Ampliicacidn con tempiada de colonia 1
2 Amplificacin con templado de colonia 3
MPM: 1 Kb badder phus.

Agarasa 1%; 100 V. 30 min

I

Las flechas blancas indican les bandas de amplificacin
del CDNA de hGH1 (822 pb)

Fig. 1. A) Colonias resultantes de la integracién de moléculas
recombinantes pPCAMhGHE B)Amplificacion de la region de hGH1 en
DNA plasmidico
Las raices emergidas de los puntos de puncion fueron
separadas y proliferadas de la parte aérea de la planta
para ser puestas en medio SH (Schenk & Hildebrandt)
liquido con higromicina (100 pg/ml) para la seleccion de
transformantes. La transformacién del tejido se confirmé
buscando la expresion del gen reportero GUSplus que
codifica para la p-glucuronidasa por la aparicion del
precipitado azul de cloro-bromoindigo y la amplificacion
de la region del cDNA de hGH en el DNA gendmico de

raices (Fig. 2).

Fig. 2. A) Amplificacion de la regiéon de hGH1 en DNA genémico de
raices B) Expresion de 3-glucuronidasa en tejido transformado

Conclusiones. Se establecieron cultivos de raices de
brocoli transformadas con el ¢cDNA del gen AhGHI. La
presencia del gen en las raices se confirmo por su
amplificacion por PCR y la expresion de B-glucuronidasa.
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