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Introducción.
El uso de plantas transgénicas para la producción de
proteínas de importancia farmacéutica es una excelente
alternativa biotecnológica. En general las ventajas son: se
pueden crecer fácilmente en grandes volúmenes, evitando el
uso de fermentadores, la purificación de la proteína
heteróloga es económica o puede no ser necesaria, se evitan
las contaminaciones de toxinas o secuencias virales que
pueden tener otros sistemas (1). Dentro del área de la
transformación genética de plantas, en los últimos diez años
fue posible introducir genes al genoma del cloroplasto. Esta
tecnología emergente cuenta con ventajas respecto a la
transformación nuclear tales como: 1-Ausencia de flujo de
transgenes mediante polen. 2. Altos niveles de expresión
(hasta 20% de la proteína total soluble). 3. No presenta
efectos epigenéticos (2). Particularmente en el caso de los
péptidos antimicrobianos se han reportado buenos resultados
de plantas transgénicas con genes sintéticos resistentes a
bacterias y hongos (3). Las Protegrinas son péptidos
antimicrobianos de la familia de las cathelicidinas con un
amplio espectro de acción, lo que les ha dado usos
importantes en biomedicina.
El objetivo del proyecto es lograr la expresión de genes de
Protegrina en plantas de zanahoria y lechuga, empleando la
transformación nuclear y en tabaco utilizando la
transformación de cloroplastos.

Metodología. Se diseñaron genes sintéticos optimizados de
Protegrina fusionado al péptido señal de la proteína
antifúngica 2 de rábano, para la transformación nuclear y de
Protegrina fusionado a Ubiquitina, para la transformación de
cloroplasto. Para la transformación nuclear, el gen fue
clonado en el vector pCAMBIA1304, bajo el promotor
constitutivo CaMV35S. La construcción obtenida
pCAMBIA1304-PG1 se transfirió a Agrobacterium
tumefaciens que se empleó en la transformación de zanahoria
y lechuga (4). En la transformación de cloroplastos se
empleó el vector pKCZ en el que se clonaron, el Promotor
Prrn, la región 5’UTR del fago T7 y los genes de Protegrina
fusionados a Ubiquitina (Figura 1). Se realizaron co-
bombardeos con las construcciones obtenidas y un cassette
que contenía el gen de selección para espectinomicina (3).

Resultados y discusión. Para la transformación nuclear se
cuenta con el vector de transformación pCAMBIA1304-
PG1, se han obtenido 55 plantas de lechuga y 20 brotes de

zanahoria, después de tres meses, en medio de cultivo de
selección. Se obtuvieron vectores para cloroplasto con genes
de Protegrina fusionada a Ubiquitina. Posteriormente se
realizaron tres experimentos de co-bombardeo con el gen
antimicrobiano de interés y el de selección (PKCZ-
espectinomicina). Se cuenta con explantes en medio
selectivo que están en etapa de regeneración. Se
seleccionarán las transformantes mediante PCR y se
transferirán a tierra, para realizar posteriormente análisis de
actividad antimicrobiana con microorganismos de
importancia biomédica y fitopatológica.

Figura 1. Mapa de la construcción pKCZ-Ubiquitina-Protegrina.
El gen se encuentra bajo el control del promotor Prrn de
cloroplasto y flanquedo por regiones intergénicas para la

recombinación homóloga específica de cloroplasto.

Conclusiones. Se cuenta con 55 plantas de lechuga y 20
brotes de zanahoria en medio de selección, las cuales fueron
obtenidas a partir de la transformación nuclear con el gen de
la Protegrina. Se obtuvieron vectores para cloroplasto con el
gen de la Protegrina y se realizaron experimentos de
biobalística en  tabaco.
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