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Introduccién. La biotecnologia moderna se ha valido de las
técnicas moleculares para plantear el desarrollo de nuevas
terapias y vacunas. Este es el caso de las vacunas basadas en
plantas, aplicacion que propone € uso de vegetales
transgénicos para la produccién de proteinas antigénicas
heterélogas (1). Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)
causa miles de muertes al afio a nivel mundial y los altos
costos de produccién de las vacunas acelulares en desarrollo
han frenado su inclusion en el programa bésico de
vacunacion de la OMS. Estas formulaciones incluyen la
subunidad B de la toxina termolabil (LTB), la cua se ha
caracterizado como un antigeno protector e inocuo (2).

En la busqueda de vacunas comestibles contra ETEC, varios
autores han producido LTB en model os como tabaco, papa y
maiz, probandose que la proteina es funciona (1). Los
aspectos que buscan mejorarse en |os sistemas vegetal es son:
1) emplear sistemas més atractivos, como aquellas plantas
gue se consuman crudas, 2) lograr mayores niveles de
expresion, ya sea mediante € uso de genes sintéticos o
sefales de retencion (1).

La meta de este proyecto fue expresar un gen sintético de
LTB enlechugay evauar los niveles de LTB alcanzados.

Metodologia. Se empled un gen sintético de LTB
optimizado a que se afiadi6 la sefial SEKDEL en el extremo
3, para dirigir € péptido a reticulo endoplésmico. Este fue
clonado en e vector binario pBI121 y la construcciéon se
introdujo a la cepa LBA4404 de A. tumefaciens por
electroporacion. Se transformaron hojas cotiledonarias de
lechuga de acuerdo a condiciones previamente descritas (3).
Las lineas que se regeneraron en e proceso de seleccion
fueron analizadas por PCR para el gen nptll. Posteriormente
se cuantificd LTB en extractos de proteina soluble mediante
un ensayo de ELISA dependiente de GM1 (receptor natural
de LTB pentamérica).

Resultados y discusion. Se obtuvieron 30 lineas candidatas
de las cuales 24 resultaron positivas por PCR. Los niveles de
expresiéon méas dtos de la proteina recombinante
determinados por ELISA fueron de 0.07% respecto a la
proteina total soluble (PTS) (Figura 1), lo cual confirma que
la proteina es ensamblada en su forma pentamérica. Los
resultados son superiores a los a canzados por otros sistemas
en los que se emplea el gen nativos sistemas en los que se
emplea el gen nativo que fueron de 0.0015% PTS (1). Las
lineas positivas por ELISA se han desarrollado hasta la etapa
de floracion y la progenie ha sido germinada en medio

selectivo. Actuamente estamos en la etapa de identificar
plantas homocigotas para €l transgén y determinar €l nimero
de copias mediane ensayos de Southern blot.

Se redizardn ensayos de inmunizacion por via ora en
ratones y se medira la respuesta inmune humoral inducida
por la proteina heteréloga.
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Figura 1. Niveles de expresion de LTB en transformantes primarias
de lechuga. El ensayo fue realizado por ELISA dependiente de
GM1.

Conclusiones. Las lineas transgénicas de lechuga expresan
laproteinaLTB lacual se ensambla en su forma pentamérica
y sus niveles son superiores en cas dos érdenes de magnitud
alos acanzados con un gen nativo.
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