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RESUMEN  
 

La estrategia actual para tratar las infecciones por virus del papiloma humano (HPV) incluye el uso de 

vacunas preventivas a base de la proteína L1. Esta proteína se ha expresado en levaduras, células 

de insecto, bacterias y plantas completas. Hasta la fecha no se encuentran estudios de producción de 

proteína L1 en raíces transgénicas. Una de las ventajas de producción de proteínas heterólogas en 

raíces es que se pueden propagar indefinidamente en medios de cultivo definidos y escalar la 

producción a biorreactores de uso industrial y comercial. También se pueden realizar modificaciones 

al medio de cultivo y de condiciones de proceso para aumentar la producción de biomasa y de 

proteína L1. Así, el objetivo de este estudio fue investigar las condiciones de cultivo que favorecen el 

crecimiento de raíces de brócoli transformadas con diferentes construcciones de DNA que llevan el 

gen de la proteína L1 en comparación con la producción de L1 en 4 cepas de Escherichia coli (DH5α, 

BL21, Rosetta 1, Rosetta 2). Para lograr este objetivo primeramente se obtuvieron líneas de raíces de 

brócoli transformadas con el gen l1, empleando una construcción denominada pCGFPL1 y mediante 

el método de transformación mediado por Agrobacterium rhizogenes LBA9402, se obtuvieron líneas 

de raíces transformadas. La transformación se demostró por ensayos de β-glucuronidasa y por 

amplificación del gen l1 por PCR a partir de DNA genómico de raíces. Las líneas transformadas 

presentaron el fenotipo de alta vellosidad y crecimiento rápido en medio de cultivo sin reguladores de 

crecimiento. La investigación sobre el efecto del ácido indolacético (IAA) y cinetina (Kin) sobre el 

crecimiento de raíces transformadas, revelaron que 1 mg/L de IAA favorece el crecimiento, mientras 

que 1 mg/L Kin lo inhibe. También se obtuvieron otras construcciones similares a pCGFPL1 con 

algunas modificaciones al gen l1.  De éstas, la construcción pCHisL1 adicionó en el amino terminal de 

la proteína L1, una marca de 6 histidinas para facilitar su purificación. En la construcción 

pCGFP2ATG se eliminaron los primeros 78 nucleótidos del gen l1 cambiando el marco de lectura, 

iniciando a partir del segundo ATG. Finalmente, en la construcción pCGFPΔNLS se eliminó la 

secuencia de localización nuclear de l1. Estas modificaciones al gen l1 se realizaron para investigar lo 

reportado en la literatura que menciona que las regiones eliminadas no son necesarias para la 

producción de la proteína L1 y que presenta ventajas para optimizar  la formación de partículas 

semejantes a virus (VLP), las cuales son superiores al monómero de L1 para estimular la respuesta 

inmune.  La producción de L1 por cultivos de raíces transformadas evaluada por tinción 

inmunohistoquímica fue muy baja en comparación con la producción por Escherichia coli evaluada 

por SDS-PAGE, cromatografía de afinidad a níquel y Western-Blot. 
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ABSTRACT   
 

The current strategy for treating human papillomavirus (HPV) infections includes the use of preventive 

vaccines based on L1 protein. This protein has been expressed in yeast, insect cells, bacteria and 

whole plants. To date, no L1 protein production studies have been found on transgenic roots. One of 

the advantages of producing heterologous proteins in roots is that they can be propagated indefinitely 

in defined culture media and scaled production to industrial and commercial bioreactors. Modifications 

to the culture medium and process conditions can also be made to increase the production of biomass 

and L1 protein. Thus, the objective of this study was to investigate the growth conditions of broccoli 

roots transformed with different DNA constructs carrying the L1 protein gene compared to L1 

production in 4 strains of Escherichia coli (DH5α BL21, Rosetta 1, and Rosetta 2). In order to achieve 

this objective, root lines of broccoli roots transformed with the l1 gene were obtained by using a 

construct called pCGFPL1 and by Agrobacterium-mediated transformation method using 

Agrobacterium rhizogenes LBA9402, transformed root lines were obtained. The transformation was 

demonstrated by β-glucuronidase assays and by amplification of the l1 gene by PCR from genomic 

root DNA. The transformed lines had the phenotype of hairy roots and rapid growth in culture medium 

without growth regulators. Research on the effect of indole acetic acid (IAA) and kinetin (Kin) on the 

growth of transformed roots revealed that 1 mg/L IAA promotes growth, whereas 1 mg/L Kin inhibits it. 

Other constructs similar to pCGFPL1 were also obtained with some modifications to the l1 gene. Of 

these, the pCHisL1 construct adds at the carboxyl terminus of the L1 protein a mark of 6 histidine to 

facilitate its purification. In the pCGFP2ATG construct the first 78 nucleotides of the l1 gene were 

removed by changing the reading frame, starting from the second ATG. Finally, in the pCGFPΔNLS 

construct, the nuclear localization sequence of l1 was deleted. These modifications to the l1 gene 

were performed to investigate what has been reported in the literature mentioning that the deleted 

regions are not necessary for the production of the L1 protein and have advantages for optimizing the 

formation of virus-like particles (VLPs); which are superior to the L1 monomer to stimulate the immune 

response. The L1 production by transformed root cultures evaluated by immunohistochemical staining 

was very low compared to the production by Escherichia coli evaluated by SDS-PAGE, nickel-affinity 

chromatography and Western-Blot. 
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I. INTRODUCCION  
El cáncer cervicouterino en México es la segunda causa de muerte por neoplasia  en mujeres (Castle 

2016; Granados-García et al. 2014). El desarrollo de la enfermedad está asociado a infección previa 

por el virus del papiloma humano (HPV). La proteína L1 es el componente principal y antigénico de la 

cápside del HPV (Chen et al. 2001; Garcea and Chen 2007; Ishii et al. 2003)  y tiene la capacidad de 

autoensamblarse en cápsides vacías, conocidas como partículas semejantes a virus (VLP), cuando 

se expresan en células de mamíferos, insectos, o levaduras. Estos VLP tienen características 

idénticas a las que presenta el virus infeccioso completo observado por microscopia electrónica y 

comprobado por inmunoensayos (Carter et al. 2003; Moniz et al. 2003; Monroy-García et al. 2014). La 

inyección parenteral de estos VLP induce títulos altos de anticuerpos neutralizantes detectados en 

sueros en modelos animales (Moniz et al. 2003). Por las propiedades antigénicas que presentan las 

proteínas de la cápside del HPV ha sido posible desarrollar vacunas usando sistemas de expresión 

como levaduras y células de insecto. La proteína L1 y los VLP también se han expresado en otros 

sistemas como bacterias y plantas completas, sin embargo, actualmente no se han producido en 

cultivos de raíces. Estos cultivos comparados con la expresión en plantas completas presentan la 

ventaja que pueden propagarse indefinidamente en medio de cultivo y posteriormente escalarse a 

biorreactor, de esta forma se pueden realizar modificaciones a los componentes del medio y a las 

condiciones de proceso, para buscar incrementar la producción de biomasa, que se encuentra 

relacionada con la producción de proteínas, y también tratar de incrementar la formación de VLP que 

son más antigénicos que la proteína L1 como monómero. En este trabajo se  cumplió el objetivo de 

encontrar condiciones de cultivo que favorecieron el incremento de biomasa de raíces de brócoli 

transformadas. Estas condiciones fueron la adición de reguladores de crecimiento el IAA a una 

concentración de 1 mg/L, también se encontró que la adición de Kin a 1 mg/L inhibe el crecimiento de 

raíces transformadas. Las auxinas como el IAA promueven la elongación celular (George et al. 

2008b), y las citocininas como Kin promueve la división celular. En este trabajo se obtuvo la 

construcción con la secuencia del gen l1 sin el primer ATG porque en estudios previos (Webb et al. 

2005) se ha observado que de esta forma se aumenta la eficiencia de formación de VLP In vitro, 

también se obtuvo la construcción pCGFPΔNLS porque en algunos sistemas como E. coli la proteína 

es degradada por el sistema SsrA (Lenzi et al. 2008), además de que se pretendía evaluar si hay 

diferencia en expresar la proteína en el citoplasma en lugar del núcleo porque esta secuencia no es 

necesaria para el ensamblaje de VLP y probablemente se podría incrementar la producción (Maclean 

et al. 2007; Varsani et al. 2003). 
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II.  ANTECEDENTES  
 

1. CÁNCER CERVICOUTERINO 
El cáncer cervicouterino es uno de los principales problemas de salud pública porque 

es una de las enfermedades neoplásicas más frecuentes en el grupo de mujeres de 25 

a 64 años a nivel mundial (Burk et al. 2013; Newton and Mould 2017; Rodríguez 

Lundes et al. 2009) y se ha estimado que anualmente se diagnostican 500 mil casos y 

250 mil muertes, cerca del 80% ocurren en países en desarrollo (Castellsagué 2008; 

Dutta et al. 2010; Ji and Zheng 2010; Luque et al. 2016; Monroy-García et al. 2014; Zur 

Hausen 1996), en México tiene una tasa de mortalidad de 9.5 por 100 mil mujeres, en 

Estados Unidos los costos estimados desde el diagnostico hasta el tratamiento es de 

aproximadamente 6 billones de dólares cada año (Barva Evia 2009). La infección 

persistente por algunos virus de papiloma humano (HPV) oncogénicos, principalmente 

el 16 y 18 que se encuentran en el 70% de los casos, se ha establecido como causa 

necesaria de la mayoría de las lesiones epiteliales malignas y premalignas del cérvix y 

lesiones neoplásicas en otros sitios de infección de este virus (Castellsagué 2008; 

Dutta et al. 2010; Ji and Zheng 2010; Lowy 2016; Zur Hausen 1996). Para la progresión 

del cáncer cervicouterino desde cambios morfológicos de bajo grado a lesiones de alto 

grado, se requiere primeramente la adquisición de HPV, la persistencia de la infección 

del HPV, progresión de la infección persistente a precáncer cervicouterino y finalmente 

cáncer invasivo (Meijer et al. 2009). Sin embargo, no todas las mujeres infectadas con 

HPV desarrollan cáncer, lo que indica que otros factores están involucrados en la 

carcinogénesis cervical (Ji and Zheng 2010; Szalmás and Kónya 2009).  

Para el desarrollo de cáncer cervicouterino se requieren factores tanto intrínsecos 

como extrínsecos de la célula. Los factores intrínsecos para la carcinogénesis son: 

integración del genoma viral en el genoma de la célula infectada lo cual se ha 

relacionado con la progresión de lesiones de bajo grado a lesiones de alto grado, 

inactivación de genes supresores de tumores como p53 y Rb por oncoproteínas del 

HPV particularmente E6 y E7, modificación de la función de reguladores del ciclo 

celular, síntesis de DNA de la célula infectada y apoptosis (Dutta et al. 2010; Jayshree 
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et al. 2009). Algunos elementos extrínsecos a la célula son: factores que contribuyen a 

la inmunotolerancia, de los cuales se puede mencionar la enzima inmunoreguladora 

indolamina 2,3-deoxigenasa expresada en células presentadoras de antígenos, bajo 

número de células T Natural Killer, linfocitos T citotóxicos inactivos (anérgicos), células 

T regulatorias, un microambiente regulatorio que consiste en una gran cantidad de IL-

10, factor de crecimiento transformante β (TGFβ) e IL-2 reducidas (Jayshree et al. 

2009). 

 

1.1 Tratamiento del cáncer cervicouterino 

Una vez efectuado el diagnóstico por citología, colposcopia y biopsia, se pueden 

emplear terapias por escisión dependiendo del grado y avance de la enfermedad 

(Serman 2002). 

El tratamiento para las displasias es la conización que consiste en la extirpación de 

porciones de tejido dañado en forma cónica del tejido, la crioterapia o congelación del 

tejido,  la electrocirugía en el cual se destruye el tejido mediante calor, la extirpación 

electro quirúrgica, cirugía láser (Rodríguez Lundes et al. 2009) estos procedimientos 

tiene un rango de eficacia cercano al 90%, pero se asocia con morbilidad elevada y 

expansión de la lesión, además de que se trata de métodos dolorosos y mutilantes 

(Barva Evia 2009) en lesiones avanzadas también se suele utilizar radioterapia, 

quimioterapia y radioterapia con quimioterapia combinadas (Solís C 2006). El 

tratamiento del carcinoma cervicouterino en etapa invasora es limitado. La exenteración 

pélvica se acompaña de elevada morbilidad y mortalidad (Álvarez-Fernández et al. 

2001). 

 

1.2 Vacunas terapéuticas contra el cáncer cervicouterino 

Estas vacunas se utilizan para tratar las alteraciones causadas por el cáncer producido 

por el HPV. La mayoría de estas vacunas terapéuticas que actualmente se encuentran 

en evaluación, han sido diseñadas para inducir linfocitos T citotóxicos (LTC) específicos 

contra los epítopes de las proteínas E6 y E7 del HPV16. Se emplean las proteínas 
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completas E6 o E7, así como proteínas recombinantes o sus genes clonados en 

vectores virales como Vaccinia o adenovirus, o péptidos específicos  para HLA 

(Berumen Campos and Valdespino Gómez 2006; Trimble 2014). 

Están en curso ensayos clínicos orientados a demostrar la inmunogenicidad de una 

vacuna terapéutica en base a DNA para la displasia anal, consistente en un plásmido 

encapsulado, conteniendo las secuencias de E7 del HPV16 y múltiples epítopes de 

HLA-A2 (antígeno de células tumorales que es reconocido por linfocitos T). También 

está siendo estudiado el uso potencial de células dendríticas que portan antígenos de 

HPV (Trimble 2014; Villa 2006). 

Se han realizado diversos estudios para el desarrollo de las vacunas que permitan 

controlar y erradicar la enfermedad causada por HPV en personas ya infectadas por 

este virus ya que las vacunas profilácticas no tienen efecto en su tratamiento. Por 

ejemplo, en ratones se han empleado vacunas sintéticas de péptidos largos que han 

ayudado en la eliminación de tumores establecidos por HPV16. Estas vacunas 

consisten en 13 péptidos largos que cubren los antígenos E6 y E7 del HPV16. En 

pacientes con cáncer cervicouterino avanzado, la vacuna con la solución de péptidos 

es segura e inmunogénica (Welters 2008). 

 

Proteínas de shock térmico (HSP), incluyendo calreticulina (CRT), HSP70 y gp96, han 

demostrado actuar como potentes inmunoadyuvantes, al incrementar la inmunidad 

antígeno específica contra tumores. También se ha observado que el dominio N de 

CRT (NCRT) o C-terminal medio de HSP70 (hsp)  asociado con E7 de HPV16 es capaz 

de inducir una potente actividad de linfocitos T citotóxicos (CTL) especifica de antígeno, 

demostrado en modelos animales (Liu et al. 2008; Talebi et al. 2017). 

Existen líneas de investigación las cuales evalúan nuevas moléculas para el 

tratamiento de infecciones  ya establecidas por HPV y lesiones asociadas, sin 

embargo, hasta el momento los estudios no son concluyentes (Castellsagué 2008).  
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Algunos nuevos inmunomoduladores han demostrado ser efectivos en el tratamiento de 

condilomas y las preparaciones están en fase de desarrollo para adaptarse al 

tratamiento de infecciones de la mucosa superficial (Castellsagué 2008). 

El silenciamiento selectivo de la expresión de genes usando RNA pequeño de 

interferencia (siRNA) ha sido investigado como un método terapéutico potencial para 

curar el cáncer. Estudios recientes han demostrado que el RNA de interferencia (RNAi) 

puede ser usado para reducir la expresión de E6 y E7 y con eso restaurar la función 

normal de Rb y P53 e inhibir la angiogénesis. Se ha demostrado que marcando el 

transcrito completo de E6-E7 con una sola secuencia de siRNA se silencia la expresión 

de los dos oncogenes (Dutta et al. 2010). 

 

1.3 Vacunas profilácticas contra el HPV 

Una vacuna profiláctica es aquella que previene la infección de algún microorganismo, 

induciendo inmunidad protectora al estar en contacto con una estructura antigénica del 

microorganismo. En el caso de las vacunas profilácticas contra HPV el objetivo es 

prevenir la infección primaria o persistente del HPV y, en consecuencia, prevenir las 

lesiones preinvasoras y el cáncer cervicouterino, esencialmente a través de inducir una 

respuesta de anticuerpos neutralizantes contra epítopes de las proteínas de la cápside 

(L1 y L2) de los HPV (Berumen Campos and Valdespino Gómez 2006). Los 

inmunógenos para la producción de estas vacunas incluyen péptidos sintéticos, 

proteínas recombinantes, VLP, VLP quiméricos y vectores virales que expresan L1 

(Villa 2006). 

Las vacunas contra el HPV16 y HPV18 son altamente efectivas en la prevención de las 

infecciones tipo especificas por HPV y las lesiones cervicouterinas relacionadas (Liu et 

al. 2010).  Se ha identificado al HPV como la causa necesaria para el desarrollo de 

cáncer cervicouterino (Castellsagué 2008) mediante estudios en virología, moleculares, 

clínicos y epidemiológicos, con lo que actualmente se puede afirmar que el cáncer 

cervicouterino es el resultado final de una infección viral y la vacunación es una 

estrategia que se considera como la prevención primaria del cáncer y otras 

enfermedades causadas por HPV (Castellsagué 2008) 
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Los estudios epidemiológicos y clínicos que han incorporado técnicas de biología 

molecular altamente sensibles en las muestras biológicas apropiadas, detectan HPV 

oncogénicos o de alto riesgo en prácticamente el 100% de los casos de cáncer 

cervicouterino. Asimismo, el DNA viral es detectado en la mayoría (70-90%) de las 

lesiones precursoras o lesiones intraepiteliales de alto grado (CIN II-III) y, en una 

pequeña fracción (20-50%), en las lesiones de bajo grado (CIN I), finalmente en las 

lesiones citológicas de naturaleza desconocida la detección del HPV es cercano al 

50%. Entre los casos de infección por HPV, la prevalencia acumulativa de 4 tipos 

(HPV16, 18, 45 y 31) se encuentran en aproximadamente el 80% de los casos. Sin 

embargo, esta información no es interesante para definir la composición antigénica tipo 

especifica de las vacunas contra el HPV para la prevención del cáncer cervicouterino 

debido a las diferencias de distribución mundial de los diferentes tipos de HPV 

(Castellsagué 2008). 

El desarrollo de las vacunas profilácticas, es una nueva opción para la prevención de 

HPV. Dos vacunas profilácticas de primera generación, Cervarix y Gardasil, ya se 

encuentran en una fase avanzada de implementación a nivel mundial, y ambas 

vacunas han demostrado ser seguras, inmunogénicas y eficaces para la prevención de 

lesiones neoplásicas cervicouterinas; la vacuna gardasil también previene la formación 

de verrugas vaginales, vulvares y genitales (Castellsagué 2008), las vacunas de 

segunda generación protegen contra el HPV16, 18 y 5 o 7 variedades de HPV 

carcinogénicos (Castle 2016), también existen la vacuna Gardasil 9, que es una vacuna 

nonavelente aprobada por la FDA (Printz 2015). 

1.3.1 Vacuna Cervarix, Gardasil y Gardasil 9 

Actualmente, han sido desarrolladas dos vacunas profilácticas de primera generación 

contra el HPV. Primeramente se dio a conocer el fármaco GardasilTM, también conocido 

como Silgard, y es una vacuna de VLP tetravalente actuando contra el HPV16, 18, 11 y 

6. Otra vacuna profiláctica es CervarixTM, que es una vacuna bivalente de VLP para 

HPV16 y 18. Ambas vacunas consisten en VLP, su producción es por tecnología 

recombinante, no contienen ningún producto biológico vivo o DNA, por lo que no es 

infeccioso. Gardasil ha estado en uso desde el 2006 (Liu et al. 2014; McIntosh et al. 



 

7 

 

2003; Stanley 2007). Estas vacunas profilácticas protegen contra la infección 

persistente y la asociada con lesiones genitales de alto grado. Por otro lado, esta 

vacuna no es útil en mujeres que ya tuvieron infección con HPV de los tipos presentes 

en la vacuna (Welters 2008). 

Las dos vacunas contra el HPV disponibles en la actualidad son prácticamente 100% 

efectivas para evitar el contagio de las dos cepas del HPV que causan la mayoría de 

los casos de cáncer de cuello de útero. Sin embargo, no son vacunas terapéuticas, 

puesto que no se pueden usar para tratar infecciones ya existentes y por lo tanto no 

remplazan los programas de detección y tratamiento. Otra desventaja es el precio de la 

vacuna contra el HPV que se usa hoy en EE.UU. (360 dólares para el régimen 

necesario de tres dosis, lo que la convierte en la vacuna infantil más cara del mundo) 

tendría que bajar considerablemente para que los países de Latinoamérica y el Caribe 

puedan tener acceso a este producto. Al precio actual de 360 dólares, el coste de la 

vacunación contra el HPV durante sólo cinco años (cinco cohortes distintas de 

nacimiento de niñas de 12 años) alcanzaría los 4.7X106 dólares. Incluso si el precio 

disminuyera hasta los 50 dólares, o a 25, los costes seguirían siendo elevados: 6X106 

dólares y 3X106 dólares, respectivamente (OMS 2008). 

Existe también una vacuna nonavalente de segunda generación llamada Gardasil 9, la 

cual incluye las variedades de HPV en la vacuna gardasil, además de 5 variedades 

adicionales que son 31, 33, 45, 52, y 58, las cuales están involucradas en 20% de los 

casos de cáncer cervicouterino (Printz 2015) 
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2 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO 

El virus del papiloma humano tiene un DNA de doble cadena de aproximadamente 

8000 pares de bases. Existen más de 160 genotipos de HPV conocidos, 60 de los 

cuales se han localizado infectando epitelio mucoso donde pueden causar tanto 

lesiones benignas (verrugas) como malignas (cáncer de cérvix y otros sitios). El HPV 

es altamente transmisible y es considerado la infección de transmisión sexual más 

común (Burk et al. 2013; Castellsagué 2008).  

Actualmente se encuentra bien establecido y aceptado que el cáncer cervicouterino y 

sus lesiones precáncerosas aparecen de la infección persistente en el cérvix por 

genotipos de HPV de alto riesgo asociados a cáncer (von Knebel Doeberitz and 

Vinokurova 2009). Los más importantes de estos genotipos son el HPV16 y HPV18, los 

cuales se han encontrado en el 70% de los casos de cáncer cervicouterino invasivo con 

variaciones menores de este porcentaje entre los continentes, mientras que los HPV6 y 

11 son los genotipos más comunes encontrados en la verrugas genitales (Castellsagué 

2008; Meijer et al. 2009).  

 

2.1 Tropismo del HPV 

Estos virus presentan un tropismo característico (Tabla 1). Algunos son cutáneos y son 

aislados frecuentemente de verrugas cutáneas y plantares, en lesiones cutáneas en 

pacientes con epidermoplasia verruciforme, en lesiones cutáneas en pacientes 

inmunodeprimidos después de un trasplante y en algunos tumores epiteliales. Otro 

grupo de HPV son mucosos los cuales se han identificado en lesiones benignas y 

malignas en la región anogenital tanto en hombres como en mujeres. En algunas 

ocasiones, estos tipos virales son aislados en tejidos y lesiones de la cavidad oral, 

orofaringe, laringe y esófago. Un tercer grupo de HPV son aislados indiferentemente en 

tejidos y lesiones cutáneas y mucosas y su asociación con lesiones malignas se 

encuentra poco estudiado (Castellsagué 2008). 
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Tabla 1. Los tejidos que infecta el HPV depende del tipo de virus, en esta tabla se muestra algunos tipos 

de HPV que infectan epitelio, mucosas, y algunos que infectan epitelio y mucosas  

 

Tropismo por  

Epitelio 

1, 4, 5, 8, 41, 48, 60, 63 y  65 

Tropismo por  

Mucosa 

6, 11, 13, 44, 55, 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67, 18, 39, 45, 59, 

68, 70, 26, 51, 69, 30, 53, 56, 66, 32, 42, 34, 64, 73, 54 

Tropismo Por Epitelio y 

Mucosa 

2, 3, 7, 10, 27, 28, 29, 40, 43, 57, 61, 62 y 72 

Tomado de referencia (Castellsagué 2008) 

 

La expresión clínica más conocida de la infección viral son los condilomas o verrugas 

genitales, asociadas en aproximadamente el 90% de los casos de infecciones por el 

HPV 6 y 11 y, más raramente, con HPV 42 y 16. Estos genotipos virales pueden ser 

transmitidos de la madre al hijo en el momento del parto y puede causar papilomatosis 

de laringe, una complicación extraña pero con pronóstico reincidente y difícil de tratar. 

Las lesiones neoplásicas cervicouterinas (CIN), vulvar (VIN), vaginal (VaIN), de pene 

(PIN) y anal (AIN) están asociadas ocasionalmente con HPV benignos o de bajo riesgo 

tales como el HPV 6 y 11, pero más frecuentemente con los HPV de alto riesgo 

conocidos como oncogénicos o carcinogénicos como los HPV16, 18, 45 y 31. Más de 

35 tipos de HPV han sido aislados de lesiones neoplásicas de la región anogenital 

(Castellsagué 2008). 

 

2.2 Proteínas del HPV 

El genoma del HPV es una molécula de DNA de doble cadena circular cerrada que 

tiene 8 kb (Ball 1998). El genoma del HPV de tipo 16, está dividido en región 

codificante que comprende ocho genes transcritos en un mRNA policistrónico y una 

región no codificante. La región no codificante o reguladora (LCR) contiene el sitio 

donde se inicia la replicación y transcripción del DNA viral, elementos reguladores de la 

transcripción como una región promotora (P97), una secuencia intensificadora que 
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controla la transcripción de los genes virales, y un sitio de unión para la proteína E2 

(Ball 1998; López and Ancízar Aristizábal 2006). 

La región codificante está dividida a su vez en dos regiones de expresión: temprana y 

tardía. Los primeros genes (e1, e2, e4, e5, e6 y e7) están relacionados con la 

modulación de los procesos de transformación celular, replicación y transcripción viral. 

La región de expresión tardía contiene los genes l1 y l2 que codifican para las dos 

proteínas estructurales de la cápside (López and Ancízar Aristizábal 2006). E1 y E2 son 

proteínas reguladoras. 

La proteína E1, se une en forma específica al sitio de origen de la replicación 

contenido en la región reguladora viral. Esta unión presenta baja afinidad, pero cuando 

se une la proteína E2 se incrementa la afinidad de E1 por el sitio de inicio de 

replicación. Las mutaciones del gen e1 aumentan la transcripción viral y la capacidad 

de transformación e inmortalización de las células, por esta razón se ha asociado la 

participación de E1 con la supresión de la acción del promotor p97 sobre la expresión 

de los oncogenes e6 y e7 (Ball 1998). La proteína E1 es una 3’ → 5’ helicasa 

hexamérica dependiente de ATP, lo que la hace la única proteína del HPV con 

actividad enzimática (López Saavedra and Lizano Soberón 2006; Rivera Z et al. 2006). 

La proteína E2, tiene extremos o dominios con diferentes funciones. El dominio 

carboxilo-terminal se une a la región iniciadora de la replicación en la región larga de 

control o LCR del DNA viral. El dominio amino terminal, representa el sitio que activa la 

transcripción del DNA viral, reclutando los factores celulares y estimulando la expresión 

de genes que codifican proteínas necesarias para activar la maquinaria de transcripción 

viral. La proteína E2 en su total longitud, actúa como estimuladora de la replicación y 

transcripción del DNA viral (Ball 1998). 

Los fragmentos de proteína E2 actúan como represores de la transcripción viral, 

compitiendo con la proteína E2 completa para su unión con la LCR, impidiendo la 

acción estimuladora de la transcripción del DNA viral. El predominio de esta función 
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represora explicaría por qué está reducida la expresión y replicación viral en los 

estratos inferiores de los epitelios (Ball 1998). 

E2 forma un complejo proteico con E1. Para que esto se lleve a cabo es necesario que 

E2 sea fósforilada por una cinasa en los residuos de serina 298 y 301. Además, E2 

reprime al promotor P97 (HPV16) o P105 (HPV18), ubicado cerca de la región 

promotora encargada de la transcripción de las proteínas E6 y E7, reduciendo de esta 

manera la síntesis de estas proteínas. También se ha demostrado que E2 activa 

directamente la síntesis de la proteína P53 lo que lleva a detener el ciclo celular en G1 

y apoptosis (Rivera Z et al. 2006). 

La proteína E4, produce un colapso de la red citoplasmática de filamentos de 

queratina, lo que permite que el virus sea transferido a otro sitio del tejido (Ball 1998). 

La proteína E5, es abundante en la luz de los sacos de Golgi de las células infectadas. 

Esta localización es la misma de los receptores del factor de crecimiento epidérmico y 

factor de crecimiento derivado de plaquetas. La oncoproteína E5 impide la regulación 

de estos receptores, ya que interfiere con su eliminación lisosomal. E5 proporciona un 

ambiente celular favorable para la replicación del DNA viral (Ball 1998). Las proteínas 

E5, E6 y E7 son conocidas como las proteínas oncogénicas del HPV16. 

Las proteínas E6 y E7, bloquean la acción reguladora de proteínas supresoras de 

tumores que actúan durante la división celular. Los genes e6 y e7 se transcriben a 

partir de una región promotora p97 y p103 respectivamente. La proteína E1 y 

posiblemente la E2 pueden interactuar con estos lugares específicos del LCR y 

modular la actividad del promotor suprimiendo la expresión de los oncogenes e6 y e7 

(Ball 1998).  

E6 y E7 son consideradas proteínas clave en la oncogénesis de cuello uterino, también 

participan en la inmortalización de queratinocitos primarios y presentan actividad de 

inducción de tumores, tienen la  capacidad de formar complejos estables con diferentes 

proteínas celulares y alteran total o parcialmente sus funciones normales (López and 

Ancízar Aristizábal 2006).  
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Las oncoproteínas se unen a proteínas reguladoras del ciclo celular, p53 y pRB, e 

interfieren en los puntos G1/S y G2/M, induciendo diferentes cambios como 

alteraciones cromosómicas (López and Ancízar Aristizábal 2006). 

El dímero de proteína E1-E4 es el que más se expresa en epitelios infectados por HPV 

siendo aproximadamente el 30% del contenido proteico celular, se sintetiza como 

proteína mixta, formada por regiones génicas E1 y E4. Forma complejos hexaméricos, 

capaces de unirse a la red de citoqueratina de la célula, a través de su región N-

terminal produciendo su desestabilización. También produce alteración en el potencial 

de membrana mitocondrial. La región C-terminal puede unirse a la proteína del gen 

DEAD-box, alterando su función de tipo helicasa, ATPasa en la modificación de RNA y 

estabilización de ribosomas. Su región intermedia que son los aminoácidos 17 a 45 

detiene el ciclo celular en G2, a través de la unión a ciclinas y cinasas dependientes de 

ciclinas y por bloqueo de E7. Por estos mecanismos, la célula pierde soporte 

estructural por la alteración del citoesqueleto, produciendo daño mitocondrial y del 

metabolismo energético, además de apoptosis. Es posible que durante esta etapa de 

amplificación del genoma viral, la inhibición de las oncoproteínas E6 y E7, el daño al 

citoesqueleto, el trastorno energético mitocondrial y la apoptosis permitirían una mayor 

diseminación de la progenie viral, siempre que las proteínas de la cápside viral (L1 y 

L2) hayan sido sintetizadas, formando con el DNA viral nuevos viriones infectantes 

(Rivera Z et al. 2006). 

Un evento central para la transformación de las células infectadas es la integración del 

genoma viral al de la célula huésped. Durante este proceso se altera el ORF e2, 

perdiéndose el efecto inhibitorio sobre el promotor P97 o P105, que mantenía 

bloqueada la expresión de las proteínas E6 y E7, las que son ahora sintetizadas sin 

restricción por medio de factores de transcripción (Rivera Z et al. 2006). 

2.3 La proteína L1  

Los genes tardíos codifican para la proteína L1 y L2 que son los péptidos que 

conforman la cápside viral (Figura 1). La proteína L1 es la principal proteína estructural 

de la cápside del HPV, es el principal antígeno para el desarrollo de vacunas 
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profilácticas. L1 puede autoensamblarse en partículas semejantes a virus (VLP), los 

cuales son altamente inmunogénicos (Benítez-Bribiesca 2006; Consuegra Mayor et al. 

2004). La proteína L2 es importante para el ensamblaje del virus infeccioso (Carter et 

al. 2003). 

La proteína L1 es el componente principal de la cápside del HPV16 y está compuesta 

por 505 aminoácidos. Algunos aminoácidos importantes son las cisteínas C175, C185, 

y C428, porque son requeridas para el ensamblaje normal de las cápsides de L1 a 

través de trimerización y dimerización por enlaces disulfuro en los capsómeros entre 

cisteínas, y C161, C229, y C379, porque son probablemente necesarios para la 

integridad de la cápside (Ishii et al. 2003). 

La proteína L1 se autoensambla en cápsides vacías (Figura 1) conocidas como 

partículas semejantes a virus (VLP) cuando se expresan en células de mamíferos, 

células de insectos, levaduras o bacterias. Estos VLP tienen características idénticas a 

las que presenta el virus infeccioso completo, observado  tanto por microscopia 

electrónicas como por ensayos inmunológicos (Carter et al. 2003; Moniz et al. 2003). El 

VLP está compuesto de 72 pentámeros de L1, llamados capsómeros. Sesenta de estas 

subunidades capsómeros están en posición hexavalente, interactuando con seis 

capsómeros vecinos, con los 12 capsómeros restantes en posición pentavalente.   

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 Esquema tridimensional de un VLP constituido por L1 y L2. Modificada  de Moniz (2003) 

Pentámero formado 

por la proteína L1 
Proteína L2 en el centro 

del pentámero de L1 

Pentámero de L1 sin la 

presencia de L2 
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La inyección parenteral de estos VLP, induce títulos altos de anticuerpos neutralizantes 

en sueros y protección en inducción experimental de la infección con virus activos en 

varios modelos animales para HPV, los VLP no presenta genoma, por lo que no hay 

riesgo de infección o desarrollo de cáncer. Protección de infección experimental por el 

virus del papiloma del conejo cola de algodón (CRPV) o virus del papiloma oral canino 

(COPV) siguiendo de una transferencia pasiva de IgG de animales inmunizados a 

animales no sometidos previamente a experimentación ha sido demostrado en conejos 

y perros respectivamente (Moniz et al. 2003). 

Los VLP formados por la proteína L1 del HPV presentan epítopes lineales y 

conformacionales, la conformación del epítope es responsable para la actividad de los 

anticuerpos neutralizantes. La identificación de tales epítopes ha sido realizada 

principalmente por medición de la reactividad de los anticuerpos monoclonales (mAbs) 

a los VLP tanto después de  mutagénesis sitio-dirigida de L1 como después de la 

inserción de péptidos externos con los diferentes loops hipervariables de la proteína L1.  

Estudios de unión de mAbs con VLP sugieren que la conformación de la superficie del 

loop (Figura 2) tiene un papel importante en determinar el tipo específico de mAbs 

neutralizante para diferentes tipos de HPV (Bishop et al. 2007). 

2.3.1 Monómero L1 

En núcleo de la proteína L1 está compuesto de los aminoácidos 20-382 y tiene la 

apariencia de una estructura β-barril con 8 cadenas antiparalelas, en dos hojas distintas 

compuestas por las cadenas CHEF y BIDG, esta organización es similar a la 

encontrada en las estructuras del virus polioma (Figura 2), y se asemejan a los 

plegamientos de las proteínas de la cápside de los picornavirus como el rinovirus y el 

virus de la polio.  

Dentro de este núcleo se localizan tres dominios loop (HI, DE y FG) sobre la superficie 

exterior del pentámero y la partícula ensamblada. La región C-terminal del núcleo  está 

compuesta de los residuos 383-457 que se plegan en α-hélice y largas estructuras 

enrolladas que forman las proyecciones laterales desde el núcleo, formando el centro 

del pentámero. Los 30 residuos restantes de la región C-terminal (476-505) están 
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desordenados y probablemente se extienden hacia el espacio interior del pentámero o 

la partícula donde los residuos básicos de esta región pueden interaccionar con el DNA 

viral.  

 

 

Figura 2 Monómero de L1 de papilomavirus (A) y de polioma (B). Tomada de (Chen et al. 2000) 

 

Deleciones en la región C-terminal de hasta 30 residuos, así como también la fusión de 

secuencias adicionales a la región C-terminal aún permite la formación de pentámeros 

y con eso se da soporte al modelo de que este tramo de residuos en la misma región 

C-terminal es orientado y plegado independientemente. Los contactos entre el 

monómero L1 con el pentámero es extenso. Por ejemplo, la cadena G de la hoja BIDG 

de un monómero interacciona con la hoja CHEF de su vecino. Los loops de superficie 

también se entrelazan, con el loop HI de un monómero insertándose entre los loops FG 

y EF del vecino de la izquierda. La fusión de GST en la región amino terminal no afecta 

la estructura, nuevamente enfatizando el plegamiento robusto del monómero L1 y la 

oligomerización a la formación de pentámeros (Garcea and Chen 2007). 
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2.3.2 Enlaces disulfuro 

La formación de enlaces disulfuro es crítica para el ensamblaje estable de la cápside 

del virus del papiloma. L1 forma viriones de HPV aislados de lesiones de la piel 

(Doorbar and Gallimore 1987). Sapp (Sapp et al. 1995) demostró que el ditiotreitol 

(DTT) puede desensamblar los VLP en capsómeros. Sin embargo,  (Li et al. 1998) trato 

viriones purificados de BPV con DTT y no los desensamblo pero observo un cambio 

conformacional lo que resulto en la expansión de la cápside en aproximadamente un 

10% del diámetro. Esta expansión permitió la entrada de proteasas y nucleasas lo que 

llevo a la destrucción del virión. El ensamblaje de pentámeros In vitro a partir de 

pentámeros de HPV11 se promueve por la oxidación de residuos de cisteína, iniciado 

por diálisis con un buffer con DTT que estabiliza los pentámeros (Li et al. 1998). Existen 

estudios que demuestran que la proteína L1 se puede ensamblar en partículas en un 

medio con alta salinidad y bajo pH en presencia de DTT (Chen et al. 2001) lo cual 

sugiere que el ensamblaje de L1 en cápsides vacías no depende de enlaces disulfuro, 

como en el caso del ensamblaje del virión (Garcea and Chen 2007). 

 

 Los residuos de cisteína específicos para los enlaces disulfuro son Cys 424 (HPV11) 

Cys 427 (HPV33) y Cys 176 (HPV33) (Li et al. 1998; Sapp et al. 1998). En VLP cerca 

del 50% de las moléculas L1 son unidas en trímeros con enlaces disulfuro (Sapp et al. 

1998) en los viriones en cambio, las uniones de L1 son casi completamente enlaces 

disulfuro. Existen diferencias entre serotipos, se ha observado que L1 de HPV16 puede 

dimerizar y trimerizar y BPV puede tener más enlaces entrecruzados. La adición de 

DNA  celular a un VLP recombinante en el caso de HPV33 incrementa la formación de 

enlaces disulfuro entrecruzados a un 100%, lo cual indica que el ácido nucleico en el 

virión probablemente induce la formación de la cápside que es estructuralmente distinta 

al VLP (Fligge et al. 2001; Garcea and Chen 2007) 
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2.3.3 Interacción pentámero-pentámero 

Todos los contactos entre las proteínas L1 que forman un pentámero son idénticos. 

Estos enlaces se llevan a cabo por interacciones hélice-hélice entre las proyecciones 

laterales C-terminal (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Interacción entre pentámeros de L1, las proyecciones laterales formadas por hélices alfa 

interaccionan con otras hélices alfa de dos pentámeros vecinos para formar los VLP. Tomada de (Chen et 

al. 2000). 
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Las 4 hélices de cada pentámero se proyectan hacia afuera para interactuar con 2 y 3 

hélices de un pentámero vecino, mediante fuertes interacciones hidrofóbicas.  

El resto de la cadena de C-terminal después del residuo 474 regresa a L1 de donde 

este provino. De esta forma los contactos estructurales aparecen como tres hélices 

proyectándose desde cada L1 en un pentámero y con las proyecciones de las hélices 

de los pentámeros vecinos forman tres ejes simétricos. Los enlaces disulfuro entre los 

pentámeros son importantes para el completo ensamblaje o desensamblaje. A 

diferencia de los virus polioma, el calcio no es utilizado para estabilizar el virión de 

papiloma. Los enlaces disulfuro no son completamente oxidados hasta la lisis celular. 

Por otro lado, a la entrada del virus en la célula, los enlaces disulfuro deben reducirse, 

permitiendo el ataque proteolítico al virión u otro mecanismo que pueda facilitar el 

desensamblaje (Garcea and Chen 2007). 

 

2.3.4 Vueltas (Loops) de superficie y epítopes 

El alineamiento de secuencias de L1 de 49 diferentes serotipos de HPV revela que las 

regiones hipervariables se encuentran en la cara externa del pentámero (Chen et al. 

2000). Esta hipervariabilidad probablemente representa evolución de serotipos 

inmunológicamente dirigida, y tal vez algún componente para la adaptación específica 

a tejidos. Se han descrito dos mecanismos de neutralización mediada por anticuerpos 

para los virus de papiloma: inhibición estérica de la unión a la célula e inhibición de la 

descapsidación. Epítopes identificados por medio de neutralización con anticuerpos 

monoclonales para HPV16 (V5, E70) y HPV11 (B2, F1, G5) pueden ser mapeados 

directamente en la superficie de los dominios de las vueltas de superficie (Loops) sobre 

un capsómero (Chen et al. 2000). Variantes con cambios mínimos en las secuencias 

dentro de un mismo serotipo, que aún no resulta en un nuevo serotipo distinto, también 

puede ser mapeado en la superficie del dominio del loop (Chen et al. 2000). De esta 

forma, la mayor parte de los sitios de reconocimiento de anticuerpos hacia el virus del 

papiloma (excepto una clase distinta dirigida contra la proteína L2) pueden ser 

organizados con base a estructuras y secuencias de las vueltas de superficie de 

capsómeros de L1. Existen epítopes para neutralización, contenidos dentro de las 
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estructuras del pentámero, lo cual es consistente con la observación que los 

capsómeros no ensamblados pueden inducir anticuerpos neutralizantes y protegen 

contra la infección del virus del papiloma en modelos animales (Rose et al. 1998; Yuan 

et al. 2001). La superficie de los loops también genera estructuras como bolsillos o 

cañones sobre la superficie del capsómero que pueden ser utilizados como receptores 

a sitios de unión. Estructuras similares a cañón son usadas de esta forma por virus 

polioma (Stehle and Harrison 1996; Stehle et al. 1994).  

2.3.5 Autoensamblaje de L1  

Tanto VP1 y L1 tienen la propiedad de autoensamblarse In vitro (Chen et al. 2000; Li et 

al. 1997; Salunke et al. 1986). Cuando se expresan de forma recombinante en 

bacterias, tanto L1 como VP1 son purificadas como capsómeros pentaméricos. Estos 

capsómeros purificados pueden ensamblarse In vitro mediante la adición de calcio o 

una alta fuerza iónica (VP1) o la oxidación de enlaces disulfuro (L1). La estructura del 

ensamblaje final depende de otras condiciones de buffer  tales como el pH, pero en 

buffers fisiológicos tanto de pH como de fuerza iónica, se pueden obtener las cápsides 

semejantes a la del virus (Salunke et al. 1989). También es posible obtener 

ensamblajes que forman estructuras menos complejas (una cápside con 12 

pentámeros) con pH 5 y una alta fuerza iónica (Chen et al. 2000).  Las características 

de autoensamblaje In vitro han sido utilizadas como un ensayo para investigar la 

contribución de las secuencias y residuos en la formación de la cápside. Por ejemplo, 

con la eliminación del dominio carboxilo terminal (63 residuos de VP1) se forman 

capsómeros incapaces de ensamblarse (Garcea et al. 1987), de esta forma se 

demostró la función esencial de esta región en los enlaces entre los capsómeros. En 

L1, la mutación de residuos específicos de cisteína suprime el ensamblaje In vitro, y de 

esta manera se demostró su importancia (Li et al. 1997). Las propiedades específicas 

de autoensamblaje de los pentámeros de L1 y VP1 también sugieren un evento de 

nucleación común y robusto para el ensamblaje. El capsómero pentavalente tiene los 

contactos de unión más extensos con los pentámeros vecinos, lo cual puede sugerir 

que el pentámero puede ser el favorable punto de nucleación para la adición de más 

capsómeros el núcleo con “cinco alrededor de uno” (Stehle and Harrison 1996). La 
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siguiente adición de pentámeros podría ser entonces colocada en posiciones 

hexavalente o pentavalente mediante requerimientos de enlaces locales (Berger et al. 

1994), para la minimización de energía requerida. Para probar esta hipótesis, Casini, 

2004 llevó a cabo el ensamblaje In vitro de pentámeros de L1 recombinantes mediante 

formación del enlace disulfuro por oxidación, y seguido de una ligera dispersión para 

determinar el tamaño y cinética de formación del producto (Casini et al. 2004). Los 

pentámeros se ensamblan en estructuras semejantes a cápsides en función de la 

concentración de proteína. Sin embargo, el ensamblaje fue de segundo orden con un 

tamaño de nucleación de dos pentámeros. Aunque se ha aislado de las condiciones In 

vivo, donde las chaperonas y la encapsidación del ácido nucleico viral puede influir en 

gran medida en el ensamblaje de la cápside, parce ser que el autoensamblaje de 

capsómeros In vitro no puede ser explicado por un núcleo con cinco alrededor de uno 

(Garcea and Chen 2007).  

La expresión recombinante de L1 y VP1 en células eucariotas (levaduras, células de 

insecto sf9) conducen el autoensamblaje de la cápside dentro de las células (Hagensee 

et al. 1993; Neeper et al. 1996; Rose et al. 1993). Las estructuras ensambladas o 

partículas semejantes a virus (VLP) son formadas solo en el compartimiento nuclear, lo 

cual sugiere una regulación fundamental del sitio de ensamblaje de la cápside 

(Maclean et al. 2007; Montross et al. 1991). El ensamblaje del DNA viral ocurre en el 

núcleo donde se replica el genoma, y por lo tanto el ensamblaje de la cápside debería 

solo ocurrir en este compartimiento. Al contrario del ensamblaje In vitro formado con 

proteínas purificadas, estos VLP son muy uniformes en tamaño, y mediante 

microscopia electrónica aparecen como auténticos viriones. Los VLP intactos pueden 

ser purificados de estos sistemas de expresión para su uso como reactivos de vacunas.  

Para la regulación del ensamblaje In vivo en la infección del virus polioma en células de 

ratón en cultivos de tejidos, la proteína VP1 se asocia con proteínas chaperonas 

celulares hsc70 por 30-60 min después de la traducción, aproximadamente el tiempo 

requerido para la importación nuclear (Cripe et al. 1995). En sistemas de expresión 

recombinante (E. coli, baculovirus-células de insecto) VP1 es purificada asociada con 

DnaK o algún otro homólogo de hsc70 (Cripe et al. 1995). Ensamblaje de VP1 mediado 
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por chaperonas y dependiente de energía ha sido realizado In vitro bajo condiciones 

diferentes de ensamblaje, utilizando componentes de proteína purificada (Chromy et al. 

2003). Esta reacción produce ensamblajes más uniformes y más similares a la cápside 

del virus comparadas con el ensamblaje con solo adición de calcio. Sin embargo, por la 

falta de un sistema de cultivo celular In vitro se desconoce la chaperona acompañante 

de L1. Posiblemente una reacción análoga puede ser postulada para L1 como por VP1, 

y L1 se puede ensamblar In vitro por chaperonas hsc70. Sin embargo, L2 aparece 

directamente asociada con hsc70 en queratinocitos y en células cultivadas (Florin et al. 

2004). Esta asociación causa una relocalización de hsc70 al dominio nuclear POD 

(agregados proteicos nucleares) donde puede ocurrir el ensamblaje del virión. El 

ensamblaje del virión desplaza hsc70 de L2. De esta forma, L2 mas que L1 puede 

funcionar como un cofactor de chaperona en el ensamblaje del papiloma al contrario de 

VP1 de los virus polioma (Garcea and Chen 2007).  

 

2.3.6 Importancia de L1 en la captación del HPV por las células  

La proteína L1 tiene carga negativa entre los HPV con tropismo cutáneo de los géneros 

papilomavirus (PV) beta y gama, mientras que los HPV alfa tienen carga positiva a un 

pH de 7.4. La secuencia lineal de la proteína de la cápside L1 del HPV5 tiene un punto 

isoeléctrico (pI) de 6.59 y una carga de -2.74 a un pH de 7.4, mientras que el HPV16 

tiene un pI de 7.95 con una carga de +2.98. Esta información es importante porque con 

este parámetro podemos saber que mientras el HPV16 puede interaccionar con la 

heparina con una carga altamente negativa, algunos otros virus del papiloma como el 

HPV5 no interaccionan, por lo que los compuestos como el heparán sulfato pueden 

servir como receptores celulares para el HPV16 pero no para el HPV5. Se ha estudiado 

In vitro la captación de HPV5 (beta) y HPV16 (alfa) mediante el uso de ensayos de 

pseudoviriones (PsV). La captación de PsV de HPV5 no se inhibe con heparina en 

células C33A y solo se detecta una inhibición menor en células HaCaT. La captación 

de PsV de HPV16 es significativamente más inhibida por heparina en células HaCaT y 

completamente bloqueada en células C33A (Mistry et al. 2008). 
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La infección eficiente de las células por HPV y pseudoviriones requieren de la 

interacción con proteoglicanos de la superficie de la célula con preferencia aparente de 

especies que tienen heparán sulfato (HS) en sus cadenas laterales. Para identificar las 

interacciones virus/célula, se han realizado análisis de mutaciones puntuales de la 

proteína L1 del HPV16 teniendo como blanco residuos de aminoácidos expuestos en la 

superficie. Remplazos de residuos de lisina 278, 356 o 361 por alanina reducen la 

unión a la célula y la infectividad de pseudoviriones. Varias combinaciones de estos 

cambios de aminoácidos también disminuyen la adhesión e infectividad, con una 

infectividad residual de menos del 5% para la triple mutación, lo cual sugiere que estos 

residuos de lisina cooperan en la unión con el HS. Cambios único, doble o triple no 

disminuyen la infectividad, lo cual demuestra que la interacción es dependiente de la 

distribución de la carga más que la especificidad de la secuencia. Los residuos de lisina 

se encuentran localizados dentro de un estructura bolsillo de la superficie del 

capsómero, el cual ha sido propuesto anteriormente como el receptor relacionado con 

el sitio de unión (Knappe et al. 2007).  
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3 PLANTAS COMO BIORREACTORES 

Las plantas se han convertido en un modelo atractivo para la expresión de proteínas. 

Se espera que las plantas como biorreactores produzcan más de 20 kg de proteína 

terapéutica por hectárea en cultivos de tabaco, maíz, soya y alfalfa. Comparado con el 

uso convencional de biorreactores y células de mamífero o microorganismos, el costo 

de producción de una proteína bajo las condiciones de buenas prácticas de 

manufacturación se reduce en aproximadamente una décima parte. Varias 

investigaciones han demostrado que las plantas pueden funcionar como un biorreactor 

sencillo y económico para la producción a gran escala de proteínas recombinantes 

(Larrick and Thomas 2001; Maclean et al. 2007).  Las plantas transgénicas 

genéticamente manipuladas tienen algunas ventajas como fuentes de producción de 

proteínas comparadas con tejidos/fluidos provenientes de animales o humanos, 

microorganismos recombinantes, líneas celulares de animales transfectados o 

animales transgénicos. Primeramente, el costo de producción de material crudo en una 

escala agrícola es bajo y en algunos casos, existe la posibilidad de utilizar directamente 

el material vegetal comestible. Por otro lado, el uso de plantas ofrece reducción de los 

costos de capitalización en relación con los métodos de fermentación. También, los 

niveles de producción pueden ser rápidamente escalados. Contrario a las bacterias, las 

plantas pueden producir proteínas multiméricas, tales como anticuerpos, con su 

correcto ensamblaje (Larrick and Thomas 2001; Maclean et al. 2007). Las proteínas de 

las plantas se han considerado como seguras, porque las plantas no actúan como 

hospederos de los patógenos humanos como algunos virus o priones. Dependiendo del 

promotor utilizado, las proteínas transgénicas pueden ser acumuladas en diferentes 

partes específicas (por ejemplo, las semillas) o en organelos específicos de la célula 

vegetal (como en cloroplastos). Se han producido y acumulado proteínas transgénicas 

en semillas de maíz, soya, tabaco o cebada. Las proteínas producidas en semillas 

presentan una gran estabilidad, por ejemplo, las enzimas y anticuerpos expresados en 

semillas y almacenados por más de tres años en refrigeración retienen su completa 

actividad enzimática o de unión. Actualmente, se han reportado el uso exitoso de 

plantas tropicales, tales como yuca (Manithot esculenta Crantz) y plátano. Con esto se 



 

24 

 

abre la posibilidad de entregar vacunas orales y fármacos recombinantes directamente 

a consumidores de países menos desarrollados. Se han logrado grandes avances en la 

expresión de proteínas recombinantes en cloroplastos (Larrick and Thomas 2001; 

Maclean et al. 2007). Se ha utilizado recombinación homóloga para la introducción de 

genes foráneos en regiones entre los genes funcionales de los cloroplastos. Con esto 

se evitan los efectos de posición de la transformación nuclear, y el silenciamiento 

génico no es un problema (Larrick and Thomas 2001). (Staub et al. 2000), demostraron 

que los cloroplastos de plantas de tabaco  pueden procesar y completamente 

ensamblar la somatotropina humana con su enlace disulfuro con un rendimiento del 7% 

de la proteína total soluble (TSP) y una forma oligomérica de la toxina B del cólera con 

rendimientos del 4-5% TSP. Daniell et al., (2001), expresaron hasta 10,000 copias de 

genes foráneos (por célula en cloroplastos de tabaco, lo cual resultó en una 

acumulación de la proteína foránea en hoja hasta del 4.1% de la TSP. En otro estudio, 

la expresión de los genes del operón de cry2Aa2 de Bacillus thuringiensis en 

cloroplastos de tabaco resultó en la acumulación de la proteína foránea en hoja hasta 

en un  47% de la TSP (De Cosa et al. 2001). Así miso, Maclean et al, (2007), reportó 

que la expresión de un gen optimizado y dirigido para su expresión en cloroplastos de 

plantas de tabaco produjo acumuló la proteína L1 del HPV16 con un rendimiento de 

11% de la TSP.  

3.1 Las plantas como productoras de proteínas terapéuticas 

Las proteínas recombinantes producidas en plantas más estudiadas han sido los 

anticuerpos monoclonales para la inmunoterapia pasiva, y antígenos para el uso de 

vacunas orales. Aunque también se han producido una gran cantidad de proteínas 

importantes en plantas transgénicas, un número limitado de estos productos 

terapéuticos se encuentran en las clínicas. Algunos productos que se encuentran en 

ensayos clínicos son anticuerpos, vacunas orales y una lipasa pancreática. El producto 

que se encuentra en fases más avanzadas es un anti-Streptococcus mutans IgA 

secretora (SIgA) que es un planticuerpo que se encuentra en ensayos clínicos de fase 

II para la prevención de caries dental. Hasta el momento, las plantas ofrecen la única 

alternativa de producción a gran escala, como un sistema comercialmente viable para 
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la producción de esta forma única de anticuerpo. SIgA es la clase de anticuerpo más 

abundante producida por el cuerpo (más del 60% del total de inmunoglobulinas) y es 

secretada a la superficie de la mucosa para conferir protección local contra toxinas y 

patógenos. SigA está formada por cuatro cadenas proteicas diferentes: cadenas de 

inmunoglobulina pesadas y ligeras que forman la región hipervariable de unión a 

antígeno; la cadena J que dimeriza dos moléculas de IgA (SIgA tiene cuatro sitio de 

unión a antígeno); y el componente secretor que es derivado del receptor de 

poliinmunoglobulinas de las células del epitelio mucoso. Anteriormente, no era posible 

obtener cantidades suficientes para esta clase de inmunoglobulinas. Los estudios 

clínicos iniciales demostraron que la aplicación tópica del planticuerpo anti-S. mutans 

SIgA es segura (no produce respuesta de anticuerpos humanos anti-ratón ni toxicidad 

local o sistémica) y previene la colonización de S. mutans, el principal causante de la 

caries dental humana. En los ensayos clínicos de fase I/II, el análisis inicial de los datos 

indica que el planticuerpo reduce significativamente los niveles de S. mutans. Más 

ensayos confirmatorios han sido diseñados para optimizar el régimen de tratamiento. 

Con esta disponibilidad de grandes cantidades de planticuerpos SIgA se tienen nuevas 

oportunidades terapéuticas para tratar problemas del sistema inmune asociado a 

mucosas. Dentro de esto se incluye terapias para patógenos intestinales tales como el 

virus de hepatitis, Helicobacter pylori, Escherichia coli enterotoxigénica y cólera, 

patógenos respiratorios (como rinovirus e influenza), y enfermedades de transmisión 

sexual genitourinarias (por ejemplo, el virus del herpes simple). Otros planticuerpos 

usualmente de la clase IgG, se encuentran en desarrollo (Larrick and Thomas 2001).  

Avidina bioactiva y β-glucuronidasa son las primeras proteínas recombinantes 

derivadas de plantas que se producen comercialmente (desarrolladas por Prodigene 

Inc., College Station, Texas) y comprado por Sigma Chemical company. Otras dos 

proteínas requeridas en grandes cantidades son lactoferrina por su uso nutracéutico y 

colágeno por su uso cosmecéutico, fueron recientemente producidas en plantas 

transgénicas. La hirudina, un anticoagulante, ha sido producido por SemBioSys 

Genetics Inc. utilizando tecnología de fusión a oleosinas, lo cual permite la extracción 

utilizando cuerpos oleosos de canola (Larrick and Thomas 2001). 
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Las vacunas comestibles producidas en plantas transgénicas tienen el potencial de 

revolucionar la vacunación, principalmente en los países menos desarrollados. 

Numerosas vacunas proteicas han sido producidas en plantas y han demostrado ser 

tanto inmunogénicas como protectoras contra retos de patógenos. Las primeras 

pruebas en humanos han sido reportadas de vacunas orales producidas en plantas 

contra bacterias y virus. Con esto se ha demostrado una modesta inducción de niveles 

de anticuerpos protectores en suero y heces. También se han preparado vacunas en 

plantas del virus respiratorio sincitial, parvovirus canino, sarampión, virus de la 

gastroenteritis transmisible, y la vacuna mejorada del virus de hepatitis B. Wigdorovitz 

et al (Wigdorovitz et al. 1999) obtuvieron alfalfa transgénica que expresa la proteína 

estructural VP1 del virus de la enfermedad de las pezuñas (Aphthae epizooticae). 

Ratones, inmunizados de forma parenteral utilizando extractos de hojas o alimentados 

con hojas frescas cosechadas de plantas transgénicas, desarrollaron una respuesta 

inmune protectora especifica de virus. Estos estudios demuestran la posibilidad de 

utilizar esta tecnología para los países en desarrollo, donde las vacunas se necesitan 

con urgencia (Larrick and Thomas 2001). 

 

3.2 Brassica oleracea var. italica (Brócoli) como modelo de 

expresión. 

El modelo vegetal Brassica como sistema de expresión presenta varias características 

que lo hacen adecuado para utilizarse en la obtención de VLP a partir de raíces de esta 

planta, entre estas características podemos mencionar las siguientes: 

Los miembros de la familia Brassica son encontrados en temperaturas de climas de 

todo el mundo, predominantemente en el hemisferio norte. El hombre les ha dado 

muchos usos como alimento, especies aromáticas y medicinales, extracción de aceites, 

como plantas decorativas y como fertilizantes biológicos  (Navrátilová 2004). 

El género Brassica, como brócoli y coliflor, contienen cantidades sustanciales de 

isotiocianatos (la mayoría en su forma de sus precursores glucosinolatos) algunos de 
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los cuales son muy potentes inductores de enzimas de fase 2, las cuales son de 

desintoxicación y protegen contra carcinogénesis, mutagénesis y otras formas de 

toxicidad como electrófilos y formas reactivas del oxígeno. Los glucosinolatos e 

isotiocianatos pueden ser extraídos eficientemente de las plantas. En los extractos de 

cultivos de brócoli se puede encontrar glucorafanina o sulforafanina como principales 

inductores de enzimas; estos extractos pueden reducir la incidencia, multiplicidad y 

porcentaje de desarrollo de tumores mamarios en ratas tratadas con dimetilbenz(a) 

antraceno (Fahey et al. 1997). 

El sulforano del brócoli induce varias enzimas de fase 2 tanto en células como en tejido 

de ratón, bloquea el 7,12-dimentilbenz(a) antraceno (DMBA) inhibiendo la formación de 

tumores mamarios en ratas, e inhibiendo la formación de nódulos neoplásicos en 

cultivos de glándulas mamarias de ratón. El sulforafano de isotiocianato se ha aislado a 

partir de un liofilizado homogéneo acuoso de brócoli extraído con acetonitrilo y fue 

identificado como el principal y muy potente  inductor de enzimas de fase 2 (Fahey et 

al. 1997). 

Las características anticáncerígenas que presenta el brócoli, hacen a esta planta como 

una de las más adecuadas al ayudar a prevenir la carcinogénesis producida por el virus 

del papiloma humano, y la producción recombinante de proteínas del HPV ayudan al 

sistema inmune para inducir una respuesta adecuada contra este virus 

 

3.3 Ventajas y desventajas de producción de vacunas por 

modelos vegetales 

Aunque los sistemas de expresión como los baculovirus y las levaduras son sistemas 

de elección para la producción de VLP presentan la limitación de tener un alto costo de 

producción (Maclean et al. 2007). El uso de plantas para la producción a gran escala de 

proteínas heterólogas podría ser una alternativa al costo elevado que presentan otros 

sistemas para la producción de proteínas sobre una escala agrícola.  
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La producción de vacunas para humanos y animales en plantas, puede disminuir los 

costos de producción del material crudo muy significativamente, especialmente para las 

vacunas orales (Maclean et al. 2007). 

Los cultivos de células bacterianas, levaduras y de mamífero requieren cuidados 

especiales lo que consume tiempo y dinero a diferencia de los modelos de expresión 

en plantas donde se necesitan condiciones agrícolas de bajo costo. Por otro lado en 

estas mismas condiciones las plantas tiene la desventaja de crecimiento lento a 

diferencia de los tiempos de duplicación de las células bacterianas y de levadura que 

necesitan solo minutos u horas para su duplicación (Pujol et al. 2007). 

De las principales ventajas de los sistemas de expresión en plantas de proteínas 

farmacéuticas y veterinarias se pueden mencionar los bajos costos de cultivo, alta 

producción de biomasa, tiempo relativamente rápido de producción de proteína, bajo 

capital y costos de operación y excelente escalabilidad con relativamente alto 

rendimiento de proteína (Monroy-García et al. 2014; Pujol et al. 2007). Las plantas 

realizan modificaciones postraduccionales de proteínas de células eucariotas por lo que 

cuando se utiliza un modelo de clonación eucarionte la proteína que producen los 

vegetales es activa a diferencia de las proteínas que son producidas por los 

microorganismos que por lo general son insolubles y no funcionales necesitando otro 

proceso especial de modificación después de que se ha obtenido; por otro lado en los 

sistemas vegetales los riesgos de contaminación por patógenos humanos y 

endotoxinas es muy bajo (Pujol et al. 2007). 
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4 CULTIVOS DE RAICES TRANSFORMADAS 

4.1 Inducción de raíces pilosas por Agrobacterium rhizogenes  

 

Agrobacterium rhizogenes modifica genéticamente células de las plantas 

dicotiledóneas por infección y transferencia de un fragmento de DNA (T-DNA) 

contenido en un plásmido inductor de raíces (Ri) característico de esta especie 

bacteriana, transformando a las células infectadas en productoras de opinas, que le 

sirven de nutrientes, y promoviendo su diferenciación a tejido radicular. El plásmido (Ri) 

de Agrobacterium rhizogenes presenta varias similitudes al plásmido inductor de 

tumores (Ti) de Agrobacterium tumefaciens, incluyendo una organización muy parecida 

de los operones Vir. Una diferencia notable es la ausencia de virE1 y virE2 en el 

plásmido Ri y el resto del genoma en algunas cepas de A. rhizogenes. Las proteínas 

GALL codificadas por el plásmido Ri pueden remplazar virE1 y virE2 y los genes 

GALLS son esenciales para la virulencia de cepas de A. rhizogenes que carecen de 

virE1 y VirE2 (Hodges et al. 2004). Las raíces pilosas resultan de la transferencia e 

integración de los genes localizados en el T-DNA del plásmido Ri al genoma de la 

célula de la planta y de su expresión en el sitio de infección (Peláez et al. 2017; Zhou et 

al. 2007). Estas raíces son tejidos que pueden ser propagados ilimitadamente en medio 

de cultivo sintético, presentando un crecimiento rápido, estabilidad genética y 

bioquímica, y crecimiento en un medio libre de hormonas. Los cultivos de raíces pilosas 

han servido como un sistema modelo para el estudio del metabolismo y fisiología de la 

planta y por otro lado son una alternativa a los cultivos en suspensión de células 

vegetales para la producción de compuestos terapéuticos y químicos (Shanks and 

Morgan 1999). Los rendimientos específicos para varios productos naturales son más 

altos en cultivos de células vegetales y de raíces pilosas que en la planta completa.  

También se pueden generar nuevos compuestos por biotransformación y por la 

introducción de genes heterólogos en las raíces pilosas (Shanks and Morgan 1999). 

Los cultivos de raíces pilosas también sirven para regenerar a planta transgénica 

completa, aunque se ha observado en muchos casos que la regeneración no se logra. 
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Sin embargo, injertos de plántulas con raíces transgénicas pueden ser establecidas en 

condiciones de invernadero (Shanks and Morgan 1999).  

Por otro lado se han realizado estudios en el ambiente extracelular empleándose como 

estrategia el empleo de auxinas (Vanhala et al. 1998) e inductores lo que ha resultado 

en incremento de los niveles de producción de metabolitos secundarios. El ácido 

jasmónico se ha utilizado en bioprocesos para incrementar la producción de 

metabolitos secundarios (Mukundan et al. 1998; Shanks and Morgan 1999). 

Otro campo de aplicación del cultivo de raíces pilosas es la fitorremediación, en este 

tipo de tecnología las raíces de la planta tienen el papel central de remoción de 

contaminantes. Los cultivos de raíces pilosas han sido un sistema modelo para el 

estudio de los procesos de transformación y destino de los contaminantes sin la 

interferencia de microorganismos. Se han utilizado cultivos de raíces pilosas de plantas 

hiperacumuladoras para estudiar la captación de metales pesados, por ejemplo, la 

remoción de bifenilos policlorados de un medio de cultivo empleando raíces de 

Solanum nigrum (Shanks and Morgan 1999) o la hiperacumulación de cobre en raíces 

transformadas de tabaco (Pérez-Palacios et al. 2017). 

 

4.2 Vector binario pCAMBIA 

El vector pCAMBIA, es un vector binario que presenta las regiones conservadas de los 

bordes derecho e izquierdo para la transferencia del T-DNA provenientes de 

Agrobacterium. Este plásmido en este trabajo se obtuvo de la casa CAMBIA, actúa de 

manera conjunta con el plásmido silvestre de Agrobacterium rhizogenes  el cual 

funciona tanto como vector de transfección así como plásmido vir-auxiliar para la 

transferencia del T-DNA de pCAMBIA a la planta. A. rhizogenes también contiene su 

propio T-DNA por lo que en las raíces transformadas se pueden encontrar líneas 

transformadas únicamente con el T-DNA de A. rhizogenes y transformadas con el T-

DNA de pCAMBIA u otro plásmido binario introducido en la misma bacteria. El plásmido 

pCAMBIA es un vector de transfección que integra promotores virales fuertes que se 

pueden expresar en células vegetales, como los son los promotores 35S del virus del 
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mosaico de la coliflor (CMV), que incrementan la expresión del gen heterólogo (García 

2009). 

Por otro lado, el gen GUSplus contenida en este vector y que codifica para la enzima β-

glucuronidasa es útil para evaluar la transformación de las plantas transformadas ya 

que permite discriminar entre plantas transformadas y no transformadas al encontrarse 

entre uno de sus productos de reacción al dicloro-dibromoindigo que es un compuesto 

altamente coloreado e insoluble y que confiere una coloración azul cuando hay 

actividad de β-glucuronidasa (García 2009; Jefferson 1987; Karcher 2002). Este gen 

que no se encuentra en el T-DNA de A. rhizogenes representa una forma de 

discriminar entre las raíces transformadas con el T-DNA de A. rhizogenes silvestre con 

el T-DNA de pCAMBIA. Por otro lado también hay en el plásmido pCAMBIA genes que 

permiten hacer selección de transformantes tanto en planta, con resistencia a 

higromicina (hptII), como en bacteria por la resistencia a estreptomicina (aadA1) o 

kanamicina (aphA1). También incluye secuencias para la replicación del plásmido en E. 

coli (pBR322 ori) y otras bacterias, en este caso Agrobacterium (pVS1-REP) (García 

2009).  

 

4.3 Escalamiento de los cultivos de raíces pilosas 

En los cultivos de raíces pilosas, el aumento de biomasa se lleva a cabo debido a dos 

características de crecimiento, la formación de raíces laterales en diferentes segmentos 

de la raíz así como también la elongación de la raíz principal. Comparado con un 

cultivo de células en suspensión, el crecimiento de las raíces pilosas en medio liquido 

produce una masa de raíces compacta que resulta en inhibición de flujo de fluidos y se 

limita la disponibilidad de oxigeno (Bordonaro and Curtis 2000; Choi et al. 2006). Por 

esa razón, las características morfológicas de las raíces pilosas y el suministro de 

oxígeno son los factores más importantes para el diseño y optimización de las 

condiciones de cultivo de raíces pilosas. Para escalar el cultivo con éxito, se debe 

tomar en cuenta el tipo de reactor y evaluación del rendimiento del reactor para 

minimizar los problemas relacionados con el escalamiento. En el caso de los cultivos 
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en matraz Erlenmeyer, es difícil modificar el ambiente de cultivo con estos matraces y 

se utilizan solo para cultivos de pequeña escala debido a las limitaciones de aporte de 

aire. Un biorreactor equipado con fuente de aire, pH, temperatura, es utilizado 

principalmente para el cultivo de raíces pilosas a gran escala. Se han diseñado varias 

configuraciones de biorreactor para el cultivo de raíces pilosas tales como, tanque 

agitado, airlift, de burbujeo en columna, dispersor de líquidos (Choi et al. 2006).  

4.3.1 Reactor de tanque agitado 

Este tipo de biorreactor, regula la aireación y circulación del medio, empleando 

impulsores o turbinas; es ampliamente empleado para microorganismos, 

fermentaciones y cultivos de células vegetales. La temperatura, el pH, cantidad de 

oxígeno disuelto, y concentración de nutrientes pueden ser mejor controladas en este 

reactor más que en otro tipo de reactores. En general, los impulsores utilizados en 

estos reactores producen un efecto más alto comparado con los otros tipos. Para los 

cultivos de raíces pilosas, los impulsores deben ser operados con potencia inicial y 

velocidad restringida para minimizar el esfuerzo de corte. Se han desarrollado 

estrategias para mejorar el rendimiento de los impulsores por medio de la modificación 

de la geometría interna de los reactores. Se ha reportado que el cultivo de raíces 

pilosas de Swertia chirata en un biorreactor de tanque agitado de 2 L solo tiene éxito 

cuando se equipa con una malla de acero inoxidable dentro del recipiente de cultivo 

para la inmovilización de las raíces (Choi et al. 2006; Keil et al. 2000) y que en cultivos 

de raíces pilosas de Panax ginseng, el crecimiento de las raíces en un biorreactor de 

tanque agitado equipado con malla de acero inoxidable es tres veces más alto que un 

cultivo en matraz (Choi et al. 2006; Jeong et al. 2003). 

4.3.2 Biorreactor airlift 

En los biorreactores airlift, tanto la circulación del líquido como la aireación se derivan 

de un suministro externo de aire. Este reactor es ventajoso para el cultivo de células 

vegetales y órganos que son sensibles al esfuerzo de corte. Las raíces pilosas 

requieren de un porcentaje de aspersión de oxigeno bajo de 0.05-0.4 vol de aire/vol de 

líquido/min. Se circula aire húmedo a través de una red de vidrio que funciona como un 
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aireador. Esto es utilizado para el mezclado y la oxigenación. Aunque se han utilizado 

con éxito reactores airlift para diferentes cultivos de raíces pilosas, existen desventajas 

asociadas con este tipo de reactores.  Dentro de estas se pueden mencionar las zonas 

muertas en el cultivo debido al mezclado insuficiente y la distribución de nutrientes no 

uniforme causado por la alta densidad de biomasa. Estas limitaciones pueden tener un 

impacto negativo sobre el crecimiento de las raíces pilosas, y por esa razón se 

requieren de modificaciones de diseño (Srivastava and Srivastava 2007). Por ejemplo, 

se han modificado biorreactores airlift adicionando mallas de acero a para el anclaje 

exitoso de raíces transformadas de Brassica oleracea var. italica (García López et al., 

2013) y de Trigonella foenum-graecum (Peraza-Luna et al. 2001) como modelo para la 

producción de proteínas terapéuticas y de metabolitos secundarios respectivamente. 

También se han diseñado nuevos reactores airlift equipados para hacer más fácil la 

inoculación del tejido, distribución, y la cosecha durante los estudios de cinéticas de 

raíces pilosas de Solanum chrysotrichum (Caspeta et al. 2005; Srivastava and 

Srivastava 2007).  

4.3.3 Reactor de columna de burbujeo  

Como en los biorreactores airlift, en un reactor de columna de burbujeo las burbujas 

crean menos esfuerzo de corte, por eso resulta útil para el crecimiento de estructuras 

organizadas como las raíces pilosas (Kim et al. 2002; Srivastava and Srivastava 2007). 

En este caso, el porcentaje de burbujeo necesita incrementarse gradualmente con el 

crecimiento de las raíces pilosas. Además, la división de la columna de burbujeo, así 

como la instalación de múltiples aspersores incrementan la transferencia de masa. Se 

han realizado estudios de producción de metabolitos secundarios a partir de raíces 

pilosas en reactores de columna de burbujeo como (Buitelaar et al. 1991) que produjo 

tiofeno con raíces pilosas de Tagetes patula, (Sim and Chang 1993) propusieron un 

reactor de columna de burbujeo de dos fases para incrementar la producción de 

shikonina de raíces pilosas de Lithospermum erythrorhizon. (Suresh et al. 2004) 

estudiaron el incremento de la producción de betalaina por raíces pilosas de Beta 

vulgaris crecidas en un reactor de columna de burbujeo de 3 litros (Srivastava and 

Srivastava 2007). 
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4.3.4 Biorreactor de líquidos dispersados 

Estos reactores utilizados para cultivos de raíces pilosas pueden ser clasificados tanto 

de fase liquida como de fase gaseosa. El reactor de líquidos dispersados es ventajoso 

por el suficiente suministro de oxígeno a las raíces y por un ambiente de bajo esfuerzo 

de corte comparado con los reactores en los cuales las raíces se encuentran 

sumergidas en el medio liquido (McKelvey et al. 1993). En el reactor de líquidos 

dispersados, las raíces están expuestas en un ambiente con aire, o mezcla de gases, y 

los nutrientes líquidos, los cuales están dispersados en forma de aerosol  o niebla en la 

parte superior del lecho de raíces. El líquido pulverizado y en forma de niebla es 

drenado desde el fondo del biorreactor hacia un reservorio y es recirculado. El grado de 

distribución del líquido varía de acuerdo al mecanismo de liberación del líquido en la 

parte superior de la cámara del reactor. Se han desarrollado varios tipos de reactores 

de líquido dispersado para el cultivo de raíces pilosas como de niebla o nutrientes en 

niebla, con goteo, lecho de goteo o cinta de goteo, y goteo de tubo. En estos 

biorreactores, también se han configurado diferentes tipos de soporte interno para las 

raíces, tales como cuentas de vidrio, anillos, andamios de alambre de acero, espuma 

de poliuretano, bandeja de malla horizontal, y malla cilíndrica de acero inoxidable. Choi, 

Kim et al., encontraron que el crecimiento de raíces pilosas de Cichorium intybus en un 

biorreactor de niebla acústica producen cerca de dos veces más aesculina comparadas 

con las raíces que crecen en un reactor de columna de burbujeo y biorreactor con 

rociador de nutrientes. Las raíces pilosas de Artemisia annua creciendo en un reactor 

de niebla de nutrientes produce cerca de tres veces más artemisina que las raíces 

crecidas en un reactor de columna de burbujeo, sin embargo, la acumulación de 

biomasa es menor debido a la insuficiente disponibilidad de nutrientes (Choi et al. 

2006). 
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5 MEDIO DE CULTIVO 

Un medio de cultivo consiste en una solución que proveen de macro y micro elementos 

junto con vitaminas, aminoácidos y una fuente de energía, que usualmente es 

sacarosa, que en conjunto promueven el crecimiento y mantenimiento de un 

organismo, sus células tejidos u órganos (George et al. 2008e). Los cultivos vegetales 

para el crecimiento y desarrollo, generalmente, también dependen de la adición de 

reguladores de crecimiento al medio. Los reguladores de crecimiento vegetales son 

compuestos, los cuales, a concentraciones muy bajas, son capaces de modificar el 

crecimiento o la morfogénesis de la planta. Los reguladores de crecimiento 

frecuentemente necesitan ser alterados de acuerdo a la variedad de la planta, o a 

diferentes etapas de cultivo, mientras que el medio básico puede estar sin cambiar. Por 

lo que es preferible que los componentes nutricionales y de regulación sean tratados de 

forma separada (George et al. 2008e). 

El material vegetal puede ser cultivado tanto en medio liquido como en un medio 

parcialmente solidificado con un agente gelificante. Dependiendo del tipo de cultivo y 

del objetivo. El medio semisólido, es utilizado para el establecimiento de cultivos de 

explantes; también se utilizan para el cultivo de callos u órganos de plantas, y para el 

mantenimiento de cultivos por largos periodos. El agar es el agente gelificante más 

común, aunque actualmente existen algunos otros compuestos gelificantes. En los 

cultivos que crecen en medio sólido, solo una superficie del explante, órgano o tejido se 

encuentra en contacto con el medio. Esto significa que a medida que avanza el 

crecimiento puede ser que existan gradientes de nutrientes, factores de crecimiento y 

productos de desecho del metabolismo, entre el medio y el tejido. El intercambio 

gaseoso en la base del órgano o tejido también puede estar restringida por el medio 

circundante (George et al. 2008e). 

El medio líquido se utiliza esencialmente, para los cultivos en suspensión, y son 

preferidos para los experimentos críticos acerca de la nutrición, crecimiento y 

diferenciación celular. También son utilizados en algunos trabajos de micropopagación. 

Los órganos más pequeños frecuentemente flotan en la superficie del medio líquido y 
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las células vegetales o protoplastos pueden ser cultivadas en capas superficiales del 

medio líquido estático, tomando en cuenta que haya suficiente difusión gaseosa. 

Algunos órganos y tejidos, pequeños y grandes, también crecen bien sin soporte en 

medio líquido, cuidando que se encuentren con aireación mediante agitación o 

movimiento. La agitación es importante para evitar los agregados celulares en los 

cultivos en suspensión que se asientan en el fondo de los frascos. La agitación también 

es importante porque aumenta la aireación, reduce la polaridad de la planta, los 

nutrientes se distribuyen de manera homogénea y los exudados tóxicos de la planta se 

diluyen (George et al. 2008e).  

 

5.1 Componentes inorgánicos del medio 

Para un crecimiento saludable y vigoroso, las plantas necesitan tomar del suelo: 

• Grandes cantidades de algunos elementos inorgánicos (También llamados 

macronutrientes para planta): sales de nitrógeno (N), potasio (K), calcio (Ca), 

fosforo (P), magnesio (Mg) y azufre (S) y, 

• Pequeñas cantidades de otros elementos (microelementos o elementos traza): 

hierro (Fe), níquel (Ni), cloro (Cl), manganeso (Mn), zinc (Zn), boro (B), cobre 

(Cu), y molibdeno (Mo) 

Los elementos mencionados, junto con el carbón (C), oxigeno (O), e hidrogeno (H) son 

los 17 elementos esenciales. Algunos otros elementos como el cobalto (Co), aluminio 

(Al), sodio (Na) y el iodo (I), son esenciales o benéficos solo para algunas especies 

(George et al. 2008a). 

El medio que más comúnmente se utiliza es la formulación de Murashige and Skoog 

(1962). Este medio se desarrolló para el crecimiento óptimo de callos de tabaco y para 

el desarrollo se tomaron en cuenta varias curvas de dosis-respuesta en la variación de 

los minerales esenciales. El principal problema cuando se cambia la composición de 

minerales de un medio es la precipitación, la cual ocurre frecuentemente después de la 



 

37 

 

esterilización por autoclave debido a la naturaleza endotérmica del proceso (George et 

al. 2008a).  

El medio de cultivo para tejidos vegetales, no solo provee de estos nutrientes 

inorgánicos, si no que usualmente un carbohidrato (comúnmente la sacarosa) remplaza 

el carbón que la planta normalmente fija de la atmosfera mediante la fotosíntesis. Para 

mejorar el crecimiento, algunos medios también incluyen cantidades traza de algunos 

compuestos orgánicos, especialmente vitaminas, y reguladores de crecimiento vegetal 

(George et al. 2008a).  

5.2 Captación de los nutrientes inorgánicos 

Las plantas absorben los nutrientes orgánicos que requieren del suelo casi 

completamente en forma iónica. Los nutrientes inorgánicos se incorporan al medio 

como sales. En soluciones acuosas débiles, como el medio de cultivo, las sales se 

disocian en cationes y aniones. El calcio, magnesio y potasio se absorben por la célula 

vegetal en sus formas de cationes Ca2+, Mg2+ y K+; el nitrógeno se absorbe en la forma 

de nitrato (NO3
-) o en forma de amonio (NH4

+), el fosforo como iones fosfato HPO4
2- y 

H2PO4
-; y el azufre como el ion sulfato SO4

2-. En los cultivos de tejidos, la captación es 

generalmente proporcional a la concentración del medio hasta una concentración de 

dos veces del MS (George et al. 2008a; Williams 1993).  

En la planta completa, los nutrientes son tomados tanto por difusión pasiva como por 

transporte activo. La captación activa es menos dependiente de la concentración iónica 

a diferencia de la captación pasiva. Sin embargo, los dos sistemas están influenciados 

por la concentración de otros elementos, pH, temperatura, y el estado fisiológico o 

bioquímico del tejido vegetal. Estos factores pueden a su vez, ser controlados por las 

soluciones presentes en las raíces, o pueden dirigir el balance iónico para una solución 

ideal. Por ejemplo, el Mg2+ compite con otros cationes para su captación. Bajo 

condiciones de altas concentraciones de K+ o Ca2+, puede resultar en una deficiencia 

de Mg, y viceversa. La captación activa de fosfato disminuye si el pH de la solución se 

hace ligeramente alcalina cuando el (H2PO4)- se cambia a (HPO4)2-. El amonio es 

utilizado más fácilmente que el nitrato a bajas temperaturas y la captación puede ser 
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incrementada mediante la adición de altas concentraciones de carbohidratos dentro de 

la célula vegetal. El calcio no se absorbe de forma eficiente y las concentraciones 

dentro de los tejidos vegetales tienden a ser proporcionales con aquellos que se 

encuentran en el suelo. Las plantas son relativamente insensibles a la presencia de 

iones sulfato, pero altas concentraciones del sulfato disuelto pueden disminuir el 

crecimiento, probablemente a través de la reducción competitiva de la captación de 

microelementos Zn, Fe y Cu.  

Cuando se colocan explante en un medio nutritivo, inician con una pérdida de iones en 

las células dañadas, especialmente cationes metálicos (Na+, Ca2+, K+, Mg2+) en los 

primeros 1-2 días, de esa forma disminuyen las concentraciones en los tejidos 

vegetales. Después las células inician una absorción activa y las concentraciones 

internas se incrementan lentamente. El fosfato y nitrógeno (principalmente amonio) se 

absorben más rápido que otros iones. En un medio líquido, casi todo el fosforo y el 

amonio es captado en las primeras dos semanas de cultivo.  

 

5.3 Reguladores de crecimiento 

5.3.1 Auxinas 

Las auxinas en combinación con las citocininas promueven principalmente, el 

crecimiento de callos, suspensiones celulares y órganos, también regulan la dirección 

de la morfogénesis. A nivel celular las auxinas promueven la elongación y división 

celular. Gracias a esa capacidad de iniciar la división celular están involucradas en la 

formación de meristemos llevando a establecer un tejido no organizado, o a órganos 

definidos. En tejidos organizados, las auxinas están involucradas en el establecimiento 

y mantenimiento de la polaridad y en la planta completa el efecto más notorio es el 

mantenimiento de la dominancia apical y mediación del tropismo (George et al. 2008b). 

Las auxinas y las citocininas son los compuestos más importantes para regular el 

crecimiento y morfogénesis en tejidos de plantas y cultivos de órganos; se han 

descubierto reguladores sintéticos con una actividad biológica igual o mayor que los 



 

39 

 

equivalentes reguladores de crecimiento naturales. En cultivos de órganos para la 

formación de raíces se requiere un ajuste en los niveles de auxinas y citocininas, 

aunque también se ha logrado solo con el tratamiento de solo una auxina; se han 

desarrollado raíces laterales mediante la acción de auxinas, por ejemplo, en un estudio 

comparativo de auxinas sobre el crecimiento de raíces de Panax gingseng (Kim et al. 

2003) encontraron que ácido indolbutírico (IBA) es más efectivo que ácido 

naftalenacético (NAA) (George et al. 2008b). 

Se ha demostrado que el efecto de las auxinas puede ser por la interacción con el IAA 

endógeno de la planta como por la acción de la misma auxina. Sung en 1979 demostró 

en cultivos de cereza silvestre, niveles endógenos de IAA son disminuidos por la 

presencia de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), aunque la disponibilidad del 

triptófano (precursor de biosíntesis de IAA) se incrementa (Sung 1979). El 2,4-D puede 

interferir en la síntesis de IAA o acelerar la conjugación/degradación de IAA. 

Zažímalová 1995 observo que la reducción de concentraciones externas de 2,4-D y 

NAA resultan en un incremento significativo de las concentraciones internas de IAA 

libre en cepas de células de tabaco (Zažimalová et al. 1995) 

Maeda y Thorpe (1979) encontraron que las auxinas sintéticas basadas en indol 

pueden proteger al IAA de la destrucción natural compitiendo con ella por la acción de 

las IAA enzima oxidasa. En explantes de hipocotilo de zanahoria, el 2,4-D y el NAA 

pueden inducir la formación de callos pero no tienen efecto en la concentración 

endógena de IAA. Lo que demuestra que en este caso las auxinas sintéticas son 

capaces de inducir morfogénesis por ellas mismas (George et al. 2008b). 

 

5.3.2 Citocininas 

Las citocininas son un grupo de reguladores de crecimiento los cuales pueden tener 

varios efectos, estimulan la síntesis de proteínas y participan en el control del ciclo 

celular. La aplicación de citocininas en un único sitio en la planta causa que el órgano 

tratado se convierta en un receptor activo de los aminoácidos, los cuales después 

migran a los sitios circundantes. El efecto de las citocininas es más notable en cultivos 

de tejidos, donde se utilizan frecuentemente con las auxinas y estimulan la división 
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celular y el control de la morfogénesis. Adicionado a un medio de cultivo para brotes, 

estos compuestos vencen la dominancia apical y promueven la aparición de yemas 

laterales (George et al. 2008c).  

 

5.3.3 Giberelinas 

Las giberelinas están involucradas en un amplio rango de respuestas al desarrollo de la 

planta. Promueven la elongación de tallos y hojas de pasto debido a la activación de los 

meristemos intercalares. Otro papel de las giberelinas es la inducción de enzimas 

hidrolíticas tales como α-amilasa y proteasas en las semillas de pastos y cereales, 

facilitando la movilización del endospermo. Otros papeles de las giberelinas en algunas 

plantas son la inducción de germinación de semillas, crecimiento de tallos de la planta 

roseta, determinación del sexo, desarrollo del fruto y control de la edad (juventud). 

Se conoce poco acerca del papel de las giberelinas en los primeros pasos de 

transducción de señales. Pero en los pasos más tardíos están involucradas en la 

transcripción de genes y en la síntesis de novo de proteínas (George et al. 2008d). 

 

5.3.4 Utilización combinada de reguladores de crecimiento 

Se han utilizado combinación de auxinas y citocininas en la inducción de formación y 

propagación de cultivos de tejidos; por ejemplo, explantes de Brassica nigra en un 

medio con NAA 0.5 mg/l y 2.0 mg/l bencilaminopurina (BAP) o 2.0 mg/l Kin han 

producido abundantes raíces pilosas. La mejor respuesta que se ha observado es la 

combinación de NAA 0.5 mg/l y Kin 2.0 mg/l (Das et al. 2010). 

En el caso de Brassica oleracea var italica se ha encontrado una alta frecuencia de 

formación de brotes a partir de explantes de hojas obtenidas del medio Murashige and 

Skoog con benciladenina (BA, 5mg/l) y NAA (0.5 mg/l). El medio solo con BA (2 mg/l) 

promueven una rápida multiplicación de brotes (Cao and Earle 2003). 

La formación de brotes sobre los explantes de hojas es afectada por el tratamiento con 

reguladores de crecimiento. En un medio de inducción con solo BA, NAA o IAA los 

explantes no forman brotes, aunque producen varios tipos de raíces y callos. Cuando 
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las combinaciones de BA con NAA o IAA son incluidas en el medio de inducción se 

desarrollan brotes, yemas, o brotes con hojas expandidas a partir de los explantes. Una 

alta frecuencia de formación de brotes se ha obtenido en un medio con 5 mg/l BA 

combinado con 0.5-2.0 mg/l NAA. También se han producido raíces con múltiples 

raíces pilosas a partir de explantes de hojas cuando se adiciona NAA al medio de 

inducción sin importar la concentración de BA utilizada. El número de raíces se 

incrementa a medida que se incrementaba la concentración de NAA. A una 

concentración de  2 mg/l o más de NAA las raíces tienden a cubrir los brotes y 

plántulas. Para la obtención de brotes sin formación excesiva de raíces se puede 

emplear la combinación de BA 5 mg/l con NAA 0.5 mg/l. La combinación de BA 5 mg/l 

con IAA 4 mg/l también resulta en una buena inducción de formación de brotes; 

disminuyendo la concentración de IAA se reduce la frecuencia de formación de brotes 

(Cao and Earle 2003) 

En otro trabajo, Quin 2006, empleando brócoli obtuvo una alta frecuencia de 

embriogénesis somática y regeneración de brotes. Explantes de cotiledones e 

hipocotilos de cuatro variedades de brócoli fueron cultivados en medio MS y MS 

modificado (mMS, suplementado con compuestos orgánicos) con diferentes 

combinaciones de reguladores de crecimiento. Se evaluó el efecto de genotipos, 

diferentes explantes, combinación de reguladores de crecimiento, componentes 

orgánicos y AgNO3 sobre la inducción de callos y brotes. El medio óptimo para la 

inducción de callos/brotes y raíces fueron medio mMS con sacarosa 3% (w/v) y agar 

0.8% (w/v) suplementado con NAA 0.2 mg/l. El porcentaje de inducción de callos fue 

arriba del 90% en las cuatro variedades; el porcentaje de inducción de brotes fue 

92.5% (Qin et al. 2007). 

Auxinas y citocininas son esenciales en la inducción de callos y formación de brotes. 

Bajos niveles de NAA (0.0, 0.5 y 1 mg/l) se ha utilizado para la formación de callos, 

combinado con BAP a 1.0, 2.0 y 3.0 mg/l. cuando se utiliza solo BAP en el medio de 

inducción, se producen brotes de los explantes, pero el más alto porcentaje de 

formación de brotes  y más brotes por explante se han obtenido cuando se combinan 

con NAA. La frecuencia más alta de formación de brotes se han obtenido en medio con 
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BAP 3.0 mg/l combinado con NAA 0.5 mg/l. el número de brotes se incrementa a 

medida que se aumenta la concentración de BAP de 1.0 a 3.0 mg/l. por otro lado, 

incrementando la concentración de NAA no se observa una reducción de la frecuencia 

de formación de brotes pero se promueve la formación de raíces (Qin et al. 2007). 

Raíces saludables y fuertes se han obtenido directamente en la base del brote en el 

medio de enraizamiento (MS con NAA 2 mg/l). Estos resultados muestran que el brócoli 

tiene una alta habilidad de enraizamiento (Qin et al. 2007) 

Las giberelinas han sido empleadas tanto como para aumentar el crecimiento de 

cultivos de células y raíces como para incrementar la producción de metabolitos 

secundarios. El GA3 tiene el efecto de elongación celular demostrado por Davidonis 

1990 en cultivos de células de algodón (Davidonis 1990). Aunque también cantidades 

altas de GA3 (más de 1 mg/l) inhiben el crecimiento celular. 

Ohkawa en 1998 observo que en cultivos de raíces pilosas de Datura innoxia obtenidas 

mediante transformación mediada por Agrobacterium rhizogenes, al emplear ácido 

giberélico en el medio se incrementaba el pesos fresco de raíces pilosas, también se 

aumentó la elongación de la raíz y las ramificaciones laterales. También empleo en un 

cultivo un inhibidor especifico de la síntesis de giberelinas (S-3307) con lo cual se 

inhibió el crecimiento de las raíces pilosas (peso fresco, elongación y ramificaciones 

laterales) y cuando utilizó el inhibidor y GA3 en el mismo medio se restauró el 

crecimiento de las raíces (Ohkawa et al. 1989). Por otro lado Smith en 1997 encontró 

que Niveles de GA3 0.01-0.001 mg/l en el medio de cultivo incrementan la biomasa de 

raíces pilosas de Artemisia annua así como también se aumenta la producción de 

artemisina. Mediante cinéticas de crecimiento determinó que el uso de GA3 0.01 mg/l 

incrementa en un 24.9% el crecimiento de raíces pilosas de Artemisia annua en 

comparación con los cultivos donde no utilizó GA3 (Smith et al. 1997). 
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III. JUSTIFICACION  
 

Las estrategias para tratar las infecciones por HPV son las vacunas preventivas 

basadas en las propiedades antigénicas de las proteínas de la cápside del HPV. Estas 

vacunas se preparan a base de partículas semejantes a virus (VLP) formadas por la 

proteína L1 de la cápside del HPV producida usando sistemas de expresión de 

levaduras o de células de insecto (Food and Drug Administration 2014). Sin embargo 

los costos de producción basados en esos sistemas son muy altos y parte de la 

población afectada por estos tipos de virus no podrá tener acceso a la vacuna (Benítez-

Bribiesca 2006, Wang and Rhoden 2013; Bruni et al. 2016). El uso de sistemas 

vegetales puede ensamblar proteínas multiméricas, por lo que ofrecen la ventaja de 

producir directamente los VLP siendo estos procesos más económicos que los 

sistemas bacterianos y animales. Por lo que es necesario encontrar condiciones para 

incrementar la producción de biomasa (raíces transformadas) relacionada a la proteína 

L1, ya que las raíces se pueden propagar indefinidamente en medio de cultivo aséptico 

y escalar a nivel de biorreactores comerciales realizando modificaciones al medio de 

cultivo y optimizando la secuencia del gen l1 para aumentar la producción de biomasa y 

aumentar la producción de la proteína L1. Por ello, en este estudio se investigaron las 

condiciones de cultivo y modificaciones en el gen l1 para favorecer el crecimiento de 

raíces y la producción de la proteína L1 utilizando como modelo raíces transformadas 

de brócoli. 
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IV. HIPOTESIS 
El uso de fitohormonas de crecimiento y las modificaciones del gen l1, incrementan la 

eficiencia de inducción y de propagación o crecimiento de raíces transformadas y su 

producción de la proteína transgénica. 

 

V. OBJETIVO GENERAL 
 

Estudiar el efecto de reguladores de crecimiento, y modificaciones de la secuencia del 

gen l1, sobre el crecimiento de raíces transformadas y su producción de los péptidos 

resultantes de las modificaciones del gen l1. 

 

 

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 Modificar el medio de cultivo de raíces transformadas adicionando reguladores 

de crecimiento para mejorar la producción de biomasa 

 Variar la secuencia del gen l1 para mejorar la producción de proteína en raíces 

 Demostrar la producción de L1 en raíces transformadas  

 Localizar el sitio de acumulación de L1 en el tejido radical  

 Purificar L1 por cromatografía 

 Producir L1 en E. coli para fines de comparación y control 
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  

 

Figura 4. La estrategia experimental se dividió en tres etapas propuestas para el desarrollo del trabajo. 

En la primera se amplificó el gen l1, en la segunda se establecieron los cultivos de raíces transformadas, 

en la tercera se estudiaron los niveles de producción de los péptidos derivados del gen l1. 

 

Se establecieron líneas de raíces transformadas con el gel l1 completo mediante el 

método de punción de hipocotilos de plántulas y transferencia de las raíces emergentes 

del sitio de punción a medio líquido. La prueba de β-glucuronidasa demostró la 

transformación y se comprobó mediante amplificación del gen l1 a partir de DNA 

genómico de raíces. El medio de cultivo se varió adicionando reguladores de 

crecimiento IAA y Kin a diferentes concentraciones. La producción de L1 se demostró 

por tinción inmunohistoquímica, además con la fluorescencia se determinó el sitio de 

almacenamiento de L1 en el tejido radical y la identidad de L1 se realizó por Western 

blot, L1 se purifico por cromatografía de afinidad a níquel y los niveles de producción y 

productividad se obtuvieron por densitometría. La comparación por ELISA ya no se 

llevó a cabo debido a problemas con la bacteria A. rhizogenes que se hacía resistente 

a los antibióticos de selección y por eso no se obtuvieron líneas nuevas de raíces con 

las modificaciones de l1,  solo se logró obtener raíces con el gen l1 completo y con l1 

sin el primer ATG. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS  
 

Reactivos, enzimas y anticuerpos  

Los componentes de los medios de cultivo, X-Gluc, reactivos para Bradford, Driselasa® 

y pectinasa se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO, USA). 2-mercaptoetanol, urea, 

reactivos para hacer geles para proteína se obtuvieron de Tecsiquim (Toluca, ME, MX). 

Las enzimas de restricción, T4-DNA ligasa, kit de PCR  se obtuvieron de New England 

Biolabs (Ipswich, MA, UK). 

La construcción pVAX1-L1 que contiene el DNA del gen l1 insertado en el vector 

pVAX1 fue amablemente donado por el Dr. Monroy García A. Los vectores de 

expresión para plantas pCAMBIA 1105.1 y pCAMBIA 1305.1 que contiene el T-DNA 

que porta el gen de resistencia a higromicina (hptII), el gen reportero GUSPlus, y el 

promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, se obtuvieron de CambiaLabs 

(Brisbane, Australia). 

 

7.1 Preparación de las construcciones 

El gen l1 se amplificó por PCR a partir de pVAX1-L1 en un termociclador (Techne TC-

312 USA) empleando los primers que amplifican al gen completo con el primer directo 

OD1L1 5’- GGCGCCATGGGAATGCAGGTGACTTTTATTT y reverso revpPROEX 5´- 

AGCCAAGCTTTTACAGCTTACGTTTTTTGCG.  

La reacción de amplificación se realizó empleando reactivos de Qiagen (Cat. No. 

201233) en un volumen final de 25  µL con los siguientes componentes: 

Quiagen PCR buffer   1x 
dNTPmix     0.5 mM 
Primer directo    0.5 µM 
Primer reverso    0.5 µM 
Taq DNA polimerasa (QiagenTM)  1 unidad 
DNA      200 ng 
ddH2O     a 25 µL 
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Las condiciones de amplificación por PCR fueron las siguientes:  

Desnaturalización inicial 94°C 5 minutos  
 
30 ciclos  
Desnaturalización   94°C 30 segundos 
Alineamiento   55°C 30 segundos   
Extensión    72°C 1 minuto 
Extensión final  72°C  15 minutos 
Para amplificar la región conservada de 450 pb con los primer mY se emplearon las 

condiciones reportadas por Picconi, et al. (Picconi et al. 2000). 

La restricción de los productos de PCR   

Buffer 2.1 (NEB) 1X 
NcoI   10 unidades 
HindIII   10 unidades 
DNA   10 µg 
ddH2O  a 50 µL 
Se llevó a cabo a 37°C durante 2 horas, posteriormente se purifico por el método de 

fenol:cloroformo modificado de (Birnboim and Doly 1979). De esta forma se produjo al 

gen l1 con sus sitios cohesivos. 

La restricción del plásmido pPROEX HTb B  

Buffer 3.1 (NEB) 1X 
NcoI   50 unidades 
DNA   50 µg 
ddH2O  a 50 µL 
Se llevó a cabo a 37°C durante 2 horas, posteriormente se purifico por el método de 

fenol:cloroformo modificado de (Birnboim and Doly 1979), después se realizó la 

cuantificación del DNA purificado y se prosiguió a la restricción con la enzima HindIII 

Buffer 2.1 (NEB) 1X 
HindIII   10 unidades 
DNA   10 µg 
ddH2O  a 20 µL 
A 37°C durante 2 horas 
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Condiciones de ligación del gen l1 al vector pPROEX HTb B para obtener la 

construcción pPROEX-L1 se utilizó una relación molecular 1:1 de DNA del vector 

pPROEX y del gen l1  

Buffer ligasa (NEB) 1X 
DNA plasmidico 6.5 µg 
DNA gen l1  0.8 µg 
Ligasa (NEB) 200 unidades 
ddH2O  a 20 µL 
1 hora a 16°C 
 
Las condiciones de amplificación, restricción-purificación y ligación fueron 
similares para obtener las construcciones señaladas en la Tabla 2. 
 

Tabla 2 Construcciones obtenidas de l1  completo y truncado en 5’ 2ATG (sin el primer ATG ni 

los primeros 78 pb) o en 3’ ΔNLS (Sin la secuencia de localización nuclear 70 pb), en los 

vectores pPROEX HTb B, pCAMBIA 1105.1 y pCAMBIA 1305.1 

 

En pPROEX HTb B En pCAMBIA 1105.1 En pCAMBIA 1305.1 

pPROEX-L1 pCAMHPV16L1-en ORF con GusPlus pCGFP 

pPROEX-2ATGNOS pCAMHisL1-en ORF con GusPlus pCGFPL1ΔGUS 

pPROEX-GFP pCHisL1 pCGFPL1 

pPROEX-GFPL1 PCGFP2ATG 

pPROEX-GFP2ATG pCGFPΔNLS 

pPROEX-GFPNLS 

 

Las construcciones realizadas en pPROEX se realizaron para evaluar las diferencias 

de producción de proteína en E. coli, con base a las variaciones de la secuencia del 

gen l1. Las construcciones en pCAMBIA 1105.1 y 1305.1 se obtuvieron para obtener 

las variaciones de l1 que se clonaron en las raíces y evaluar si hay diferencias de 

producción con base a estas diferencias en la secuencia de l1 completo y truncado 

A continuación se menciona brevemente como se obtuvieron estas construcciones. El 

orden de presentación fue como se fueron obteniendo debido a que algunas sirvieron 

para obtener a las subsiguientes. 

pCAMHisL1 el gen l1 se amplificó a partir de la construcción pPROEX-L1 con los 

primers directo M13ECO31L 5’-CATGGTCTCCCATGGAGCGGATAACAATTTC y 
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reverso OR1L1 5’-GGTAAGATCTTTACAGCTTACGTTTTTTGCG, los productos de 

PCR se cortaron con las enzimas BsaI (NcoI) y BglII, se purificaron y se ligaron al 

plásmido pCAMBIA 1105.1 previamente cortado con las enzimas NcoI y BglII  

pCHisL1 se amplifico el gen l1 junto con el promotor 35S a partir de la construcción 

pCAMHisL1 con los primers directo 35SBsaIEcoRI 5’-

AAGGTCTCGAATTCAGAAGACCAAAGGGCAAT y reverso OR1L1 5’-

GGTAAGATCTTTACAGCTTACGTTTTTTGCG, el terminador NOS se amplificó con los 

primers directo NOSdirBglII 5’-AATAGATCTGATCGTTCAAACATTTG y reverso 

NOSrev 5’-ATTGGTCTCAAGCTTCCCGATCTAGTAACA, los productos de PCR fueron 

cortados con la enzima BglII, purificados y ligados en una relación molar 1:1, el 

producto de ligación se amplificó con los primers directo 35SBsaIEcoRI y reverso 

NOSrev, los productos de PCR se cortaron con BsaI obteniéndose los sitios cohesivos 

EcoRI y HindIII y se ligaron al plásmido pCAMBIA 1105.1 previamente cortado con las 

enzimas EcoRI y HindIII 

pCGFP el gen de GFP se amplificó a partir de pEGFP-C1 con los primers directo 

CMVdir 5’-AAGGTCTCCCATGGATCCGCTAGCGCTA y reverso  CMVrev 5’-

AAGGTCTCAGATCTAGATCCGGTGGATCCC, el promotor 35S se amplifico con los 

primers directo 35SBsaIEcoRI y reverso NOSrev, los productos de PCR se cortaron 

con BsaI (NcoI) para GFP y NcoI el promotor 35S, se purificaron y se ligaron, el 

producto de ligación se amplificó con los primers 35SBsaIEcoRI y CMVrev, el nuevo 

producto de PCR se cortó con las enzimas BsaI (EcoRI) y KpnI y se ligó al plásmido 

pCAMBIA 1305.1 previamente cortado con las enzimas EcoRI y KpnI  

pCGFPL1ΔGUS  se amplifico l1 con NOS a partir de la construcción pCHisL1 con los 

primers directo KpnIHis 5´-AAGGTACCAGGAAACAGACCATGTCGTA y NOSrevSpeI 

5´-AATACTAGTTTCCCGATCTAGTAACA el producto de PCR fue cortado con las 

enzimas KpnI y SpeI, se purificó y se ligó en la construcción pCGFP previamente 

cortado con las enzimas KpnI y SpeI  

pCGFPL1 se amplifico L1 con NOS a partir de la construcción pCHisL1 con los primers 

directo KpnIHis y NOSrevXbaI 5´- AATCTAGATTCCCGATCTAGTAACA, el producto 

de PCR fue cortado con las enzimas KpnI y XbaI, se purificó y se ligó en la 

construcción pCGFP previamente cortado con las enzimas KpnI y XbaI 

pCGFPΔNLS se amplificó l1 sin la secuencia de localización nuclear con los primers 

directo KpnIHis y reverso BsaIBglIINLS 5´-
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AAGGTCTCAGATCTTAACCTAATGTAAATTTTGG, también se amplificó NOS con los 

primers NOSdir y NOSrev, los productos de PCR fueron digeridos con BglII, purificados 

y ligados, el producto de ligación se amplificó con los primers KpnIHis y NOSrev, el 

nuevo producto de PCR fue cortado con las enzimas KpnI y XbaI se purificó y se ligó 

en la construcción pCGFP previamente cortada con las enzimas KpnI y XbaI  

pPROEX-2ATGNOS se amplificó l1 a partir de pCHisL1 con los primers directo 

2ATGNcoI 5´- AACCATGGAAATGTCTCTTTGGCTGCCTAGT y NOSrev, el producto 

de PCR se digirió con las enzimas NcoI y HindIII, se purificó y se ligó en pPROEX HTb 

B previamente cortado con las enzimas NcoI y HindIII 

pCGFP2ATG se amplificó l1 con NOS a partir de la construcción pPROEX-2ATGNOS 

con los primers KpnIHis y NOSrevXbaI, el producto de PCR fue cortado con las 

enzimas KpnI y XbaI, se purificó y se ligó en la construcción pCGFP previamente 

cortado con las enzimas KpnI y XbaI 

pPROEX-GFP se obtuvo con la amplificación de eGFP a partir de pEGFP-C1 con los 

primer CMVdir y CMVrev, el producto de PCR se digirió con las enzimas NcoI y HindIII, 

se purificó y se ligó en pPROEX-L1 previamente cortado con las enzimas NcoI y HindIII 

pPROEX-GFPL1 se realizó PCR con los primers CMVdir y RevpPROEX  a partir de 

pCGFPL1 el producto de PCR se digirió con HindIII, se purificó y se ligó en pPROEX-

GFP previamente cortado con HindIII 

pPROEX-GFPNLS se realizó PCR con los primers CMVdir y NLSstopRev 5´-

AAGGTCTCAAGCTTAACCTAATGTAAATTTTGG a partir de pCGFPL1 el producto de 

PCR se digirió con HindIII, se purificó y se ligó en pPROEX-GFP previamente cortado 

con HindIII 

pPROEX-GFP2ATG se amplificó el gen l1 con los primers directo GFP 5’- 

TCAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTT y reverso OR1-N 5’- 

GGTACCATGGTTACAGCTTACGTTTTTT, el producto de PCR se digirió con XhoI y 

BamHI, se purificó y se ligó en pPROEX-GFPL1 previamente cortado con XhoI y 

BamHI 

 

La metodología para la desinfestación y germinación de semillas de brócoli, la 

inducción de raíces transformadas y el establecimiento de cultivos de raíces 

transformadas se llevaron a cabo de acuerdo a los reportado por (García 2009).  
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7.2 Desinfestación y germinación de semillas de brócoli  

Se hidrataron las semillas por 2 horas en agua destilada. Se lavaron 2 veces con agua 

estéril y en condiciones de esterilidad, se colocaron las semillas en papel filtro sobre un 

embudo büchner montado en un matraz kitasato conectado al vacío (los posteriores 

lavados con agua se realizan de esta forma). Las semillas se colocaron en un frasco 

con etanol al 70% durante 20 segundos. Después se transfirieron al embudo con papel 

filtro para lavarlas 3-4 veces con agua estéril. Se colocaron en un frasco con hipoclorito 

de sodio al 5% (Cloralex el rendidor, sin diluir) por 15 minutos con agitación periódica. 

Se transfirieron al embudo con  papel filtro para lavarlas 5-6 veces con agua estéril. Se 

colocaron en caja de Petri estéril y después se sembraron 5 semillas en frascos con 25 

mL de medio solido MS (Murashige and Skoog 1962). Los frascos fueron colocados en 

un cuarto de cultivo con temperatura controlada entre 25 y 27°C con iluminación 

continua de 8400 lux. Las plántulas generadas fueron utilizadas para la inducción de 

raíces después de dos semanas de edad (García 2009).  

7.3 Inducción de raíces transformadas  

Los hipocotilos de plántulas de brócoli de 15 días de edad fueron punzadas con una 

aguja hipodérmica previamente sumergida en una suspensión bacteriana de A. 

rhizogenes con 48 horas de crecimiento, un centímetro por debajo de los cotiledones. 

Los frascos con las plántulas infectadas fueron puestos a 25-27°C con iluminación 

constante de 5400-8400 lux por aproximadamente 15 días o hasta la aparición de 

raíces pilosas en el punto de punción. Algunas plántulas fueron punzadas con agua 

estéril como controles (García 2009). 

7.4 Establecimiento de cultivos de raíces transformadas y no 
transformadas  

Las raíces no transformadas fueron obtenidas a partir de plántulas con 15 días de edad 

y crecidas en matraces con 25 ml de medio MS con 30 g/L de sacarosa. Las raíces 

aéreas emergidas de los puntos de punción en plántulas infectadas con Agrobacterium 

fueron cortadas junto con un fragmento del hipocotilo al alcanzar 2-3 cm de longitud y 

puestas en placas de Petri con medio MS con higromicina (50 µg/ml) y cefotaxima (200 

µg/ml).  
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Cuando estas raíces alcanzaron 10 cm de longitud se depositaron en matraces con 

medio MS líquido con los mismos antibióticos.  Las raíces transformadas se 

mantuvieron en medio liquido adicionado con 100 µg/mL de cefotaxima y por 

subcultivos periódicos de 15-20 días, después del tercer subcultivo ya no se puso 

antibiótico (García 2009). 

7.5 Protocolo de transformación de Agrobacterium rhizogenes 

El método es modificado de (Höfgen and Willmitzer 1988) y (McCormac et al. 1998). Se 

tomó un cultivo stock de Agrobacterium rhizogenes LBA 9402 almacenado a -70°C, se 

atemperizo en baño de hielo y se sembró en medio YMB liquidó. Se dejó toda la noche 

a 28°C con agitación de 200 rpm. Se tomó una asada y se sembró en medio YMB 

solido sin antibiótico. Cuando se obtuvieron las colonias, a partir de una sola se sembró 

en LB líquido y se dejó por  24 horas a 28°C con agitación de 200 rpm. Se tomó 1.5 mL 

en un tubo eppendorf y se centrifugo a 9000 rpm 2 minutos. Se desechó el 

sobrenadante y al pellet se le añadió 1.5 mL de CaCl2 20 mM resuspendiendo las 

células cuidadosamente con ayuda de una pipeta y se colocaron en hielo durante 15 

minutos. Nuevamente se centrifugó a 9000 rpm por 2 minutos, se desechó el 

sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1.5 mL de CaCl2 20 mM. Se tomaron 100 

µL de esta suspensión y se pasaron a un nuevo tubo al que se le añadieron 5 µL (1 µg) 

de los plásmidos o las construcciones bajo estudio. Para la transformación de las 

células la mezcla se sometió a un shock térmico por enfriamiento en nitrógeno líquido 

durante 2 minutos, luego se pasaron un baño de agua a 37°C por 5 minutos y 5 

minutos en hielo. Después se añadieron 250 µL de medio PSI (LB suplementado con  4 

mM MgSO4 y 10 mM de KCl) con glucosa 0.5% y se llevaron a 28°C durante 3 horas. 

El contenido del tubo se transfirió a 5 mL de medio YMB con los respectivos 

antibióticos según el gen de resistencia en el plásmido o construcción bajo estudio. Se 

dejó la mezcla durante 48 horas en una agitadora orbital hasta que se observó 

crecimiento. Se tomó una azada y se sembró en placas con los respectivos antibióticos 

y se dejaron 48 horas a 28°C. También se realizó la transformación por los métodos 

tradicionales de shock térmico (Holsters et al. 1978; Weigel and Glazebrook 2006b) y 

electroporación (Weigel and Glazebrook 2006a) con el sembrado de transformantes en 
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medio sólido. Estos últimos métodos resultaban en un crecimiento masivo de tipo 

césped y no se obtuvieron colonias aisladas aún en presencia de antibióticos, por eso 

se diseñó el método de transformación de Agrobacterium previamente descrito 

7.6 Ensayo de β-glucuronidasa 

Este ensayo se utilizó para seleccionar las raíces transformadas con el vector binario 

pCAMBIA y sus derivados que llevan el gen reportero GUSPlus, un gen sintético 

basado en la secuencia del gen gusA de Staphyilococcus sp, que codifica para una β-

glucuronidasa que hidroliza residuos de ácido β-glucurónico a partir de la terminación 

no reductora de la cadena de los mucopolisacáridos glicosaminoglucuronanos (Ernst et 

al. 1995; Kresse and GlüSsl 2006) y de otros β-D-glucurónidos aromáticos; como el 

ácido 5-Bromo-4-cloro-1H-indol-3-il β-D-glucopiranosidurónico (X-gluc), el ácido 4-

Nitrofenil-β-D-glucopiranosidurónico (β-NPG) y el ácido 4-Metilumbelliferil-β-D-

glucopiranosidurónico (MUG), los cuales son utilizados para ensayos de detección por 

tinción histoquímica (Stomp 1992) espectrofotométrica (Aich et al. 2001), y 

fluorométrica (Martin et al. 1992), respectivamente.  

En este estudio se utilizó la metodología reportada por (Jefferson 1987). El sustrato 

para la tinción histoquímica por acción de la β-glucuronidasa en el tejido radicular fue el 

X-Gluc. Este sustrato es hidrolizado por la enzima para liberar el ácido glucurónico y la 

aglicona (5-bromo-4 cloro-3-indolil) que en presencia de oxígeno forma el dímero 5,5´-

dibromo-4,4´-dicloro-indigo (Figura 5) formando un precipitado azul en el sitio de 

actividad enzimática (Jefferson 1987; Karcher 2002).  

 

Figura 5 Reacción de  la enzima β-glucuronidasa sobre el X-Gluc, se produce el  compuesto 5-bromo-4 

cloro-3-indolil el cual es dimerizado en presencia de oxígeno formando5,5´-dibromo-4,4´-dicloro-indigo, 

este último compuesto es el que se observa como precipitado azul en el sitio de la actividad enzimática  . 
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Existen muchas variables que pueden afectar la calidad de la localización histoquímica, 

como los aspectos de preparación y fijación del tejido, así como la reacción misma. La 

dimerización es estimulada por el oxígeno atmosférico y puede ser incrementada con 

un catalizador oxidativo, como la mezcla de ferrocianuro de potasio/ferrocianuro. 

Aunque el catalizador no es necesario para la reacción(Jefferson 1987). 

Para el ensayo se tomaron fragmentos de aproximadamente 1 cm de raíces 

transformadas y de raíces no transformadas. Los fragmentos de raíces se colocan en 

tubos eppendorf de 600 µl conteniendo 250 µl de solución de teñido GUS (100 mM de 

fosfato de sodio pH 7, 10mM EDTA pH 8, 0.1% Tritón X-100), y 2 mM X-Gluc (5-

Bromo-4-chloro-1H-indol-3-yl β-D-glucopyranosiduronic acid). Los tubos abiertos se 

colocaron en un desecador al vacío por 10 min enseguida se liberó lentamente el vacío 

y se repitió el proceso 2 veces más. Después de los ciclos de infiltración, los tubos se 

dejaron por 10 horas a 37°C. La presencia de actividad de GUS se evaluó mediante la 

observación al microscopio de coloración azul en el tejido (García 2009; Jefferson 

1987). 

   

7.7 Extracción de DNA genómico  

El DNA genómico se extrajo de acuerdo al protocolo de (Healey et al. 2014) con 

algunas modificaciones. Se tomaron 50 mg de peso fresco y se molieron en nitrógeno 

líquido. La biomasa se transfirió a un tubo eppendorf con 400 µL de buffer de 

extracción (8 volúmenes de buffer por cada gramo de muestra), se calentó por 30 

minutos a 70°C con agitación en vórtex cada 5 minutos. Se centrifugo a 13200 rpm 

durante 5 minutos, el sobrenadante se transfirió a nuevo tubo y se adiciono 1 volumen 

de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 25:24:1. La mezcla se agito en vórtex y se 

centrifugo a 13200 rpm por 5 minutos. La fracción acuosa se transfirió a nuevo tubo y 

se agregó 3 µL de RNasa 10 mg/ml. El tubo se calentó a 65°C por 1 hora, se añadió 1 

volumen de cloroformo, se resuspendió en vortex y se centrifugo a 13200 rpm por 5 

minutos. La fracción acuosa se transfirió a nuevo tubo y se le agregaron 2 volúmenes 

de etanol absoluto, se dejó precipitar a -20°C por 1 hora y se centrifugo 13200 rpm por 
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5 minutos. Se desechó el etanol y se adicionó etanol al 70%, se puso 10 minutos a -

20°C y se centrifugó a 12000 rpm por 2 minutos. Se desechó el etanol y la pastilla se 

dejó secar durante 15 minutos en vacío, la pastilla de DNA se resuspendió en 100 µL 

de buffer TE y se guardó a -20 °C hasta su uso. 

Buffer de extracción: 100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 25 mM EDTA, 1.5 M NaCl, 2% (w/v) 

CTAB, 2% de PVPP y 0.3% (v/v) β-mercaptoetanol- este último se adiciona 

inmediatamente antes de usar el buffer. 

 

7.8 Localización del sitio de acumulación de la proteína L1 mediante tinción 

inmunohistoquímica 

La localización de la proteína L1 en los tejidos, se llevó a cabo usando la metodología 

reportada por (Pasternak et al. 2015). 

Para los cortes transversales: las raíces se fijan en paraformaldehído al 4% en PBS 

pH 7.2, 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C, se lavaron 3 veces con 

PBS 5 minutos, se colocaron en PBS con sacarosa al 10% pH 7.2 toda la noche y se 

realizaron cortes transversales en criostato. Los cortes se colocaron en laminillas 

previamente lavadas con agua desionizada y desengrasados con etanol absoluto e 

incluidas en gelatina, se secaron a 37°C toda la noche, se congelaron a -20°C durante 

2 días, se hidrato con PBS pH 7.2 por 10 minutos, se pusieron en PBS pH 7.2 con SDS 

1% 5 minutos a temperatura ambiente, después se lavaron 3 veces con PBS 

Para los tratamientos longitudinales: Las raíces se fijaron en formaldehido al 4% en 

buffer Pipes (50 mM, pH 7) 30-60 minutos, se lavaron en buffer Pipes y se dejaron toda 

la noche a 4°C. Se lavaron en Pipes 3 veces por 10 minutos, se trataron con Driselasa 

(Sigma) al 1% y 0.5% de pectinasa (Sigma), se realizaron 4 lavados en Pipes y un 

lavado con agua destilada. 

Tanto los cortes transversales como los tratamientos longitudinales se colocaron en 

portaobjetos y se permeabilizaron con PBS con tween al 0.2% 10 minutos, se 

bloquearon con albumina bovina libre de IgG al 0.2% en PBS por 20 minutos  a 



 

56 

 

temperatura ambiente, se utilizó el anticuerpo primario de ratón CAMVIR-1 (Millipore) 

anti-L1 a una dilución de 1:300 en PBS-Tween se dejó reaccionar toda la noche a 4°C 

o 2 horas a 37°C en cámara húmeda, se realizaron 3 lavados de 5 minutos en PBS-

Tween, se adiciono el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con FITC en una 

dilución de 1:800 en PBS-Tween 1 hora a temperatura ambiente en cámara húmeda en 

obscuridad, se realizaron 3 lavados por 5 minutos con PBS-Tween y 3 minutos con 

PBS, se adiciono una gota de Fluoroshield (Sigma) y se colocó el cubreobjetos para su 

visualización al microscopio. 

7.9 Detección de L1 mediante Western blot  

Se realizó adecuando la metodología reportada previamente por (García 2009), se 

molieron 500 mg de raíz en nitrógeno líquido y el polvo se transfirió a un tubo falcon 

con 10 mL de acetona fría con 10% TCA, 1% PVPP, y 0.2% de β-mercaptoetanol, se 

llevó a 4°C 1 hora y se centrifugo 15 minutos a 7000 rpm, se desechó el sobrenadante 

y la pastilla se resuspendió en fenol con DTT 20 mM, se  desechó la pastilla y el 

sobrenadante se trató con 5 volúmenes de metanol con acetato de amonio 0.1 mM, se 

centrifugo a 7000 rpm a 4°C, la pastilla se transfirió a tubo eppendorf y se lavó 3 veces 

con 1 mL de metanol, en cada lavado se centrifugo a 10000 rpm y se desechó el 

sobrenadante, se resuspendió en buffer con 0.5% SDS y después se adiciono agua 

desionizada para llevar el SDS a 0.05%, se cuantifico por el método de Bradford y se 

cargaron geles de SDS-PAGE (García 2009) 

Las proteínas fueron separadas en geles de poliacrilamida 12% (w/v) con SDS, se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond C, GE healtcare), bloqueado 

toda la noche en PBS con Tween-20 0.1% (v/v) (PBS-T) y leche desnatada a 5%(PBS-

T), después se adicionó el anticuerpo primario anti-L1 CAMVIR-1 (Millipore) diluido 

1:500 en PBS-T, por 1 hora, después de tres lavados de 10 minutos en PBS-T, se 

adicionó IgG de ratón anti conejo conjugado a peroxidasa (Millipore) diluido en PBS-T 

1:15000  durante 1 hora, después del lavado la señal específica fue detectada usando 

el sistema ECL Luminata (millipore) (García 2009) 
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7.10 Efecto de Reguladores de crecimiento 

De acuerdo a trabajos de diferenciación de explantes de brócoli con reguladores de 

crecimiento (Cao and Earle 2003) y (Qin et al. 2007), se realizó un diseño experimental 

para la evaluación del efecto de reguladores de crecimiento (Tabla 3) empleando la 

auxina IAA, la citocinina Kin y la giberelina GA3 para investigar el crecimiento y 

diferenciación de explantes. 

 

Tabla 3  Diseño experimental para evaluar las diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento 

IAA, Kin y GA3 sobre la diferenciación de explantes 
Medio MS 

(3% sacarosa, 1.8 g/l fitagel) 

IAA (Auxina) mg/L 
 

0 0.05 0.5 5.0 10.0 

 
 
 
Kin 
 
(CITOCINA) 
mg/L 

0 A B C D E 

0.05 B A E C D 

0.5 C D A E B 

5.0 D E B A C 

10.0 E C D B A 

GA3: A = 0, B = 0.05, C = 0.5, D = 5, E = 10 mg/l 

Diseño experimental de cuadrados latinos: 25 tratamientos x 3 repeticiones x 3 

explantes (Raíz, hipocotilo y cotiledón). 

Explantes de raíz  225 
Explantes de hipocotilo 225 
Explantes de cotiledón 225 
Total    675 
Se prepararon 2.5 litros de medio de regeneración (MS) para los 25 tratamientos con 4 

repeticiones (3 para la matriz experimental y uno extra de 25 mL cada uno. 

Soluciones Stock para cada regulador de crecimiento: 1 mg/ml 

IAA 1 mg/ml     KIN 1 mg/ml     GA3 1 mg/ml 
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7.11 Efecto de Reguladores de crecimiento sobre líneas de raíces 
transformadas con pCAMBIA  

Se tomaron 3 explantes de raíces transformadas con pCAMBIA de 5 cm y se colocaron 

en placas con medio MS con concentraciones de 0, 0.05, 0.25 y 1 mg/L de IAA y de Kin 

(Tabla 4), cada tratamiento se realizó por triplicado y después de 4 semanas se midió 

el peso fresco y peso seco.  

 

Tabla 4 Diseño experimental para evaluar las diferentes concentraciones de reguladores de 

crecimiento IAA y Kin, sobre el crecimiento de explantes de raíces 
 

 

 

 

 

 

 

 

7.12 Efecto de Reguladores de crecimiento sobre explantes de raíces 
transformadas con pCAMHisL1 

Se tomaron 3 explantes de raíces transformadas con pCAMHisL1 de 5 cm y se 

colocaron en placas con medio MS con 1 mg/L de IAA sin Kin, como control se 

emplearon explantes en medio sin reguladores de crecimiento, tanto el tratamiento con 

IAA como el control se realizaron por cuatriplicado. Después de 4 semanas se midió el 

peso fresco 

 

 

Medio MS 

(3% sacarosa, 1.8 

g/L fitagel)  

IAA (Auxina) mg/L  

0  0.05  0.25  1.0  

Kin 

(CITOCININA) 

mg/L  

0  1 2 3 4 

0.05  5 6 7 8 

0.25  9 10 11 12 

1.0  13 14 15 16 
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VIII. RESULTADOS 

8.1 Caracterización por restricción del plásmido 
pCAMBIA 1305.1 y las construcciones 
pCGFPL1ΔGUS y pCGFP   

 

Para caracterización, referencia y control se cortó al vector vacío pCAMBIA 1305.1 

(Genbank acc no. AF354045) obteniéndose los fragmentos esperados (Figura 6) de 

1600 pb que corresponden a los 2 promotores 35S y el sitio de multiclonación, 2624 pb 

que corresponde a los genes de resistencia a los antibióticos higromicina (HygR) y 

kanamicina (KanR), y 7623 que corresponde al resto del plásmido al cortarlo con 

EcoRV (carril 5). Cuando se cortó con XhoI se obtuvo la banda de 1094 pb que 

corresponde al gen de resistencia a higromicina y el fragmento de 10753 que 

corresponde al resto del plásmido (carril 10). Estas estructuras del plásmido se 

muestran en el anexo XI 

Tomando como base estas características, se digirieron las construcciones pCGFP y 

pCGFPL1ΔGUS con estas mismas enzimas.  

Al cortar pCGFP con EcoRV se obtuvieron los tamaños esperados de 1168 pb que 

corresponde a los 2 promotores 35S, aunque es más pequeño que el fragmento de 

pCAMBIA 1305.1 porque no tiene el sitio de multiclonación que es donde se clono 

eGFP,  1595 pb que corresponde a eGFP, el sitio de multiclonación y el promotor 35S 

de GUSplus, los tamaños de 2624 pb y 7623 pb son los fragmentos similares a los 

encontrados en pCAMBIA 1305.1 antes mencionado (carriles 3 y 4), y con la enzima 

XhoI también se obtuvieron los tamaños esperados de 1094 pb por la liberación del gen 

de resistencia a higromicina, un fragmento de 2173 pb que corresponde a 2 promotores 

35S y a eGFP, y el fragmento de 9743 pb que es más pequeño que el de pCAMBIA 

1305.1 debido a que en este caso el promotor 35S de HygR se encuentra en el 

fragmento de 2173 pb con el promotor y el gen eGFP (carriles 8 y 9). 

pCGFPL1ΔGUS al cortarlo con EcoRV carril (1 y 2) se obtuvieron los fragmentos 

esperados de 958 pb que corresponde a eGFP, los fragmentos de 1168 y  2624 pb 
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tuvieron las mismas características que los encontrados en pCGFP antes mencionado, 

9202 pb es más grande que en pCAMBIA y en pCGFP, la diferencia de 

aproximadamente 1500 pb corresponden al gen l1 que se encuentra en este fragmento, 

este patrón de restricción se pueden observar claramente en el carril 1, y aunque en el 

carril 2 las bandas no se observan bien, si fueron detectadas cuando se observó 

directamente en el gel; pCGFPL1ΔGUS también se digirió con XhoI y se obtuvieron los 

tamaños esperados de 1094 y 2173 pb similar en pCGFP, y 10685 pb aunque en este 

fragmento se encuentra el gen l1, es más pequeño que en el fragmento grande de 

pCAMBIA debido a las características mencionadas en pCGFP y porque también fue 

eliminado el promotor 35S de GUSPlus  (carril 6 y 7). Estos resultados fueron similares 

a los encontrados en los análisis in sílico con los programas VectorNTI y Snapgene, 

que se muestran en la sección anexo I solo los de este último programa 

 

Figura 6 Caracterización por restricción con las enzimas EcoRV y XhoI de las construcciones 

pCGFPL1ΔGUS (carriles 1,2, 6 y 7), pCGFP (carriles 3, 4, 8 y 9) y del vector pCAMBIA 1305.1 (carriles 

5 y 10) 
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8.2 Confirmación de la presencia del gen l1 en las clonas 
de E. coli pCGFPL1 

 

La construcción pCGFGPL1 se obtuvo a partir de pCGFP (descrita en el resultado 

previo), entonces para demostrar que las cepas de E. coli obtenidas y resistentes a 

kanamicina estaban transformadas con la construcción pCGFPL1 y no solo con el 

plásmido pCGFP, se realizó extracción de DNA plasmídico y se llevaron a cabo 

restricciones con las enzimas BamHI y HindIII. Se obtuvo una clona transformada como 

se puede observar en la figura 7, porque aunque se analizaron 2 clonas, solo una liberó 

los fragmentos de los tamaños esperados, que fue la clona 8 al digerirse con BamHI 

libero un fragmento de tamaño de 1480 pb que corresponde a eGFP y una región del 

gen l1 ya que esta enzima corta dentro de la secuencia de este gen, como se puede 

observar en los carriles 1 y 3, que no se observan en la clona 9 (carriles 2 y 4), también 

al utilizar la enzima HindIII se obtuvo el fragmento del tamaño esperado de 2006 pb 

que es el gen de la proteína L1 con el terminador NOS, solo en la clona 8 (carriles 5 y 

7), en la clona 9 no hubo liberación de banda. Estos resultados coinciden con el 

análisis bioinformático que se muestra en el anexo II. 

 

Figura 7 Digestión de DNA plasmídico de 2 clonas transformadas con pCGFPL1, solo una clona esta 

transformada, demostrado por restricción con BamHI (carriles 1 y 3) y con HindIII (carriles 5 y 7)  

 

 



 

62 

 

8.3 Confirmación de la presencia del gen eGFP en las 
clonas de E. coli pPROEX-GFP 

 

En el plásmido pPROEX HTb B (Invitrogen, ahora ThermoFisher Scientific, acc no. 

10711018) se clono l1 para obtener pPROEX-L1 y a partir de esta última construcción 

se obtuvo pPROEX-GFP.  

El gen de eGFP se clonó en pPROEX, como se ha descrito en la metodología, para 

demostrar que se obtuvieron clonas transformadas con esta construcción se realizaron 

restricciones para liberar los fragmentos característicos (Figura 8). Se utilizó la enzima 

EcoRV y XhoI, de las 6 clonas analizadas solo 1 presentaba los fragmentos de los 

tamaños esperados 626 pb que corresponde a una región de LacI y el promotor trc, 

767 pb que es eGFP, 1114 pb que corresponde al resto de LacI, y 2918 pb que 

consiste en el resto del plásmido como se puede observar en el carril 2, en este mismo 

carril hay 1 banda de 3685 pb que corresponde a una digestión incompleta con la 

enzima XhoI por lo que no se libera el fragmento de eGFP y por eso se ve de ese 

tamaño aunque la banda es más tenue que la que sí es efectivamente cortada por 

XhoI. Las demás clonas analizadas solo tenían al plásmido pPROEX-L1 pero no a 

eGFP, esto es debido a los tamaños de los fragmentos de restricción de 626 y 1114 pb 

similares a los anteriores, pero sin la banda de 767 pb que corresponde a eGFP, el 

fragmento mayor de 4548 tiene este tamaño debido a la presencia del gen l1 que no 

está presente en pPROEX-GFP por eso el tamaño en este último caso es menor. No se 

utilizó directamente pPROEX HTb B, por algunos problemas en la caracterización que 

después se corrigieron, por eso se utilizó pPROEX-L1. El patrón de bandeo fue 

establecido previamente en el análisis in sílico, como se puede observar en el anexo III, 

los resultados aquí mostrados son similares. Los fragmentos de las estructuras de 

pPROEX HTB b, así como los sitios de restricción se muestran en el anexo XII 
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Figura 8 Digestión de DNA plasmídico de 6 clonas transformadas con la ligación de pPROEX y eGFP, 

solo la clona 2 tiene los fragmentos de los tamaños esperados en el carril 2  

 

 

8.4 Confirmación de la obtención de las construcciones 
pPROEX-GFPNLS y pPROEX-GFPL1 

 

A partir de pPROEX-GFP (descrito en el resultado anterior), se clono el gen l1 completo 

y truncado sin secuencia de localización nuclear (NLS), para obtener pPROEX-GFPL1 

y pPROEX-GFPNLS respectivamente. Se analizaron 4 clonas transformadas (Figura 

9), 2 con la ligación de pPROEX-GFP con el gen l1 sin NLS y 2 con el gen completo, el 

DNA plasmídico que se extrajo de estas clonas se digirió con la enzima EcoRV, al 

analizar las clonas transformadas sin NLS solo en 1 se obtuvieron los tamaños de 

fragmentos de restricción esperados de 626, 1114 pb con las características 

mencionadas en el resultado previo de las restricciones de pPROEX-GFP, 855 pb que 

es eGFP con una secuencia al principio del gen l1, y 4480 pb que es l1 sin NLS y el 

resto del plásmido en el carril 2, y los fragmentos de 626 y 1114 pb (carril 1) 

corresponden a pPROEX-GFP sin l1, como no se utilizó la enzima XhoI como en el 

resultado de restricción de pPROEX-GFP previamente descrito, se obtuvo en tamaño 

de 3685 pb donde se encuentra eGFP y el remanente del plásmido. Las 2 clonas que 

se analizaron con el gen l1 completo, al cortar con  la enzima EcoRV se obtuvieron los 

fragmentos de los tamaños esperados de 626, 855, 1114 pb similares a los 
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encontrados y con las mismas características de pPROEX-GFPNLS, el fragmento 

mayor de 4810 es diferente porque en este caso el gen l1 es completo con su NLS, por 

eso el fragmento es más grande que el de pPROEX-GFPNLS (carriles 3 y 4), este 

resultado\ nos indica que en ambas clonas se encuentra la construcción pPROEX-

GFPL1. El patrón de restricción encontrado en estos resultados es igual al obtenido en 

el análisis informático que se muestra en el anexo IV 

 

 

Figura 9 Análisis de restricción con EcoRV de DNA plasmídico de clonas transformadas con  pPROEX-

GFPNLS en los carriles 1 y 2 (solo el carril 2 tiene esta construcción, en el carril 1 es pPROEX-GFP), y 

pPROEX-GFPL1 (carriles 3 y 4)  

 

8.5 Confirmación de la obtención de las construcciones 
pCGFPΔNLS 

 

De pCGFP mencionada en un resultado anterior se utilizó para ligar l1  sin NLS y con el 

terminador NOS para obtener la construcción pCGFPΔNLS. De las clonas 

transformantes con esta construcción que se obtuvieron al transformar con la ligación 

de pCGFP y NLSNOS se les extrajo DNA plasmídico y se cortaron con HindIII, de las 6 

clonas analizadas solo 1 libero al fragmento donde se encuentra el gen l1 de 1939 pb 

que consiste en L1NOS, como se puede observar en el carril 3 de la figura 10, las 

demás clonas que no liberan al fragmento esperado, solo están transformadas con 

pCGFP sin el gen l1, al tener un solo sitio de restricción el plásmido solo se linealiza 
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obteniendo el fragmento de tamaño de 12948 pb que se puede observar en todos los 

carriles, en el carril 1 y 6 se observan bandas de diferentes tamaños a el esperado, 

esto es probablemente a las isoformas de los plásmidos que presentan además de la 

linealizada, la forma enrollada y superenrrollada, aunque ya no se realizaron más 

pruebas para confirmar esto debido a que nos interesaba obtener las características 

que se observan en el carril 3 y obtener otras construcciones. Estos resultados 

coinciden con lo observado en el análisis in sílico que se muestran en el anexo V. 

 

 

Figura 10 Análisis de restricción con HindIII de DNA plasmídico de clonas que se transformaron con la 

mezcla de ligación de pCGFP y NLSNOS, solo la clona 3 (carril 3) esta transformada, demostrado por la 

liberación del fragmento de 1939 pb donde se encuentra el gen l1 

 

8.6 Obtención de la construcción pPROEX-2ATGNOS 

 

Las 4 clonas transformantes que se obtuvieron al ligar pPROEX con 2ATGNOS fueron 

analizadas por PCR (carriles 1-4), solo en la clona 1 se amplificó L1NOS, el gen l1 

truncado sin el primer ATG y con el terminador NOS, estas 2 secuencias juntas suman 

un tamaño de 1892 pb, esto concuerda con el control positivo donde utilizó pCGFPL1, 

como en esta construcción se encuentra el gen completo con su primer ATG se obtuvo 

un fragmento más grande de 1970 pb (carriles 5 y 6). También se realizaron 

restricciones con las enzimas EcoRV y BamHI, se comprobó que solo la clona 1 esta 

transformada con pPROEX-2ATGNOS al obtenerse los tamaños de 556 pb que 
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corresponde a los primeros nucleótidos del gen l1, 626 y 1114 pb similares a los 

obtenidos al cortar con EcoRV a pPROEX-GFP, se obtuvo también un fragmento de 

4179 pb que corresponde al gen l1 con NOS y el resto del plásmido, en las otras 3 

clonas analizadas se obtuvieron los fragmentos de 626 y 1114 pb, pero no se obtuvo la 

banda de 556 pb que corresponde a un fragmento de l1, y el tamaño del fragmento 

mayor fue de 2999 pb, lo que nos indica que no está presente l1 con NOS, sino que 

solo se trata del vector vacío pPROEX HTb B (carriles 8-10), y esto también fue una 

comprobación de los resultados negativos obtenidos en la PCR de las clonas 2-4 

(carriles 2-4) como se ve en la siguiente figura 11. El análisis in sílico tanto de la PCR 

como de las restricciones fueron iguales como se muestra en el anexo VI 

 

Figura 11 Demostración de la obtención de pPROEX-2ATGNOS por PCR, solo hubo amplificación en  la 

clona 1 (carril 1) y por restricción con EcoRV y BamHI, solo la clona 1 presentó los fragmentos 

esperados (carril 7) 

 

8.7 Obtención de la construcción pPCGFP2ATG 

 

Se obtuvieron varias clonas transformantes a las cuales se les realizó PCR colony 

observando que solo 2 amplificaban al gen l1. A esas 2 clonas se les extrajo DNA 

plasmídico y se cortaron con la enzima BamHI, obteniéndose los fragmentos del 

tamaño esperado en la clona 7 1402 pb que corresponde a eGFP con los primeros 

nucleótidos de l1, y un fragmento grande de 13474 pb que corresponde al resto del gen 
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l1 y el resto del plásmido (carril 4), la clona 1 liberó el fragmento del tamaño esperado 

de 1402 pb pero el fragmento grande es de aproximadamente 9000 pb que no 

corresponde al tamaño de pCGFP (carril 3), esto probablemente se deba al tiempo que 

se dejó en restricción cuando se preparó el plásmido para ligarse con l1, que fue de 6 

horas, tal vez la enzima corto de forma inespecífica en otro sitio y por eso el plásmido 

quedo más pequeño, esta idea está sustentada en el hecho de que la bacteria presenta 

el gen de resistencia a kanamicina, porque la clona creció en LB con kanamicina y 

también tiene clonado el gen l1, como se observó por PCR, y también por restricción 

como lo vemos en el carril 3 el fragmento pequeño de 1402 pb corresponde a un corte 

con BamHI dentro del gen l1. Como control se utilizó pCGFPL1 la cual al ser cortada 

con BamHI libera un fragmento de 1480 pb y la banda del plásmido es de 13474 pb 

(carril 1), también se utilizó pCGFPΔNLS que se cortó con BamHI y libero el fragmento 

de 1480 pb y la banda grande de 13407 pb, como se ve en la figura 12. Las diferencias 

de tamaños de los fragmentos pequeños de pCGFP2ATG que fue de 1402 comparado 

con los controles de pCGFPL1 y pCGFPΔNLS que fue de 1480 pb se debe a que en 

esto últimos se trata del gen completo y no de la forma truncada sin los primeros 

nucleótidos y a partir del segundo ATG como en el caso de pCGFP2ATG, y la 

diferencia de los fragmentos grandes tanto de pCGFP2ATG como de pCGFPL1 fueron 

de 13474 los cuales tienen la secuencia completa en el extremo 3’, mientras que en 

pCGFPΔNLS fue de 13407, debido a que en este último caso el gen l1 esta truncado 

sin la secuencia de localización nuclear por eso es más pequeño. Estos resultados 

fueron consistentes en lo encontrado en el análisis bioinformático de las restricciones 

con BamHI de estas 3 construcciones, como se puede observar en el anexo VII 
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Figura 12 Restricciones con BamHI de DNA plasmídico de pCGFP2ATG (carril 4), pCGFPL1 (carril 1) y 

pCGFPΔNLS (carril 2), en el carril 3 se esperaba un patrón de banda similar al del carril 4, pero se 

obtuvo un fragmento grande de tamaño diferente 

 

8.8 Obtención de la construcción pPROEX-GFP2ATG 

 

Se obtuvieron 4 clonas positiva a kanamicina, a  las cuales se les realizó PCR colony 

para evidenciar la presencia del gen l1 sin el primer ATG, todas las clonas dieron 

positivo a la amplificación (figura 13 carriles 1-4) en contraste con el control negativo 

donde no estuvo presente la banda (figura 13 carril 5), estos resultados fueron 

corroborados por restricción con EcoRI, y amplificación de l1 (Figura 14) a partir de 

DNA plasmídico, el análisis de restricción nos indicó que solo la clona 1 en el carril 1 

presento el tamaño de banda esperado 1296 pb, mientras que las demás clonas 

presentaron el tamaño de l1 completo, fragmento más grande porque tiene su primer 

ATG y los primeros 78 pb (carriles 2-4 de la figura 14), las amplificaciones por PCR 

empleando primers OD2-B que hibridan en el segundo ATG de l1 y OR1-N (Figura 14 

carriles 6-9) fueron similares a los resultados obtenidos en PCR colony (figura 13 

carriles 1-4), para demostrar que no se trata de la amplificación de l1 completo con su 

primer ATG se realizó amplificación usando los primers OD1L1 que hibridan en el 

primer ATG y OR1-N, no se esperaba banda de amplificación, similar al resultado de la 

clona 1 (Figura 14 carril 10) porque al no tener los primeros 78 pb ni el primer ATG 

entonces el primer OD1L1 no debería hibridar, pero como podemos ver en los carriles 
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11-13 de esta misma figura si hubo amplificación, por lo que podemos decir que solo la 

clona 1 esta transformada con pPROEX-GFP2ATG, como no tiene la secuencia del 

primer ATG, OD1L1 no hibrido y por lo tanto no amplificó, mientras que las demás 

clonas están trasformadas con pPROEX-GFPL1 porque si tienen la secuencia del 

primer ATG, OD1L1 si hibrida y por eso podemos ver la banda en el resultado de PCR. 

Estos resultados concuerdan con lo encontrado en el análisis in sílico, donde se 

muestran tanto las amplificaciones como las restricciones (anexo VIII)  iguales a las 

mostradas en estos resultados 

 

 

Figura 13 PCR colony de clonas transformadas con la ligación de pPROEX-GFP con 2ATG, se puede 

observar que en este gel que todas tienen la secuencia del gen l1 (carriles 1-4), y en el control negativo 

no hay amplificación (carril 5) 
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Figura 14 Restricción de pPROEX-GFP2ATG, solo en la clona 1 se obtuvo la banda del tamaño 

esperado, y se confirmó por PCR al usar primers que toman en cuenta el primer ATG que esta 

construcción no tiene, por eso no hay amplificación en el carril 10 

 

8.9 PCR colony de cepas de A. rhizogenes LBA9402 
transformadas con pCGFPΔNLS 

 

Se transformaron cepas de A. rhizogenes con la construcción pCGFPΔNLS, se realizó 

PCR colony empleando primers directo OD1L1 y reverso BsaIBglIINLS obteniéndose el 

fragmento del tamaño esperado de 1553 pb como se puede ver en el carril 1, en el 

carril 2 se cargó el control negativo que no presento el fragmento amplificado, en el 

carril 3 se cargó una amplificación empleando el primer reverso OR1-N que hibrida en 

NLS de l1, como esta construcción no presenta la NLS entonces no hay hibridación y 

por lo tanto no hay amplificación, en el carril 4 se realizó una amplificación con primers 

que hibridan en eGFP CMVdir y el reverso BsaIBglIINLS, en este caso se esperaba 

una banda de 2444 pb, pero no se observa, esto puede deberse a que es difícil obtener 

la amplificación de fragmentos grandes tomando en cuenta que no se extrajo el DNA, si 

no que se usó DNA de colonias bacterianas, y aun cuando se utiliza DNA plasmídico 

purificado de E. coli, como se puede observar en el carril 7 la banda es tenue aunque 

se utilizó DNA plasmídico y puro, la ausencia de bandas puede deberse a lo que ha 

sido reportado por (Xu and Li 2008) que el aislamiento de vectores binarios de 
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Agrobacterium pueden ser de bajo rendimiento o baja calidad de pureza, en estos 

casos se recomienda clonar el DNA plasmídico extraído de Agrobacterium y después 

clonarlo en E. coli para extraerlo de esta bacteria y realizar las metodologías que no 

resultaron positivas al analizarlas en Agrobacterium. En el carril 5 es control negativo 

de CMVdir y BsaIBglIINLS, el carril 6 es un control negativo de los primers KpnIHisL1 y 

OR1-N, en el carril 7 es el control positivo de amplificación con los primers CMVdir y 

OR1-N a partir de la construcción pCGFPL1, el carril 8 es control negativo de 

amplificación de los primer CMVdir y OR1-N (Figura 15). Los resultados son similares a 

los obtenidos en el análisis informático que se pueden ver en el anexo IX 

 

Figura 15 Amplificación de l1 sin NLS (carril 1) y controles negativos (carril 2 y 3), amplificaciones con 

CMVdir y BsaIBglIINLS no hubo amplificación (carril 4), control positivo de CMVdir y Or1-N (carril 7) 
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8.10 Amplificación de L1NOS a partir de DNA genómico 
de raíces 

Se obtuvieron raíces transformadas con el gen l1 completo y truncado sin los primeros 

78 pb (2ATG), por medio de transformación con A. rhizogenes, las cuales presentan un 

crecimiento rápido en medio libre de reguladores de crecimiento y conservan el 

fenotipo de raíces pilosas aún después de subcultivar y tener nuevas generaciones de 

raíces transformadas como se ha reportado en otro trabajos (Hodges et al. 2004; 

Shanks and Morgan 1999; Zhou et al. 2007), de estas raíces se extrajo DNA genómico 

y se amplificó el gen l1 con el terminador NOS por PCR, obteniéndose los fragmentos 

del tamaño esperado de 1800 pb que es el gen l1 sin los primeros 78 pb, es decir a 

partir de 2ATG y con el terminador NOS, en 2 líneas analizadas la línea transformada 

con pCGFPL1 (Figura 16, carril 1) y la línea transformada con pCGFP2ATGL1 (Figura 

16, carril 2) como control negativo se utilizó el vector vacío pCAMBIA 1305.1 que no 

tiene l1, como se puede observar en el carril 3 no hay amplificación de este gen, y 

como control positivo DNA plasmídico extraído de E. coli de pCGFPL1 que presenta l1 

y el terminador NOS obteniéndose el fragmento esperado de 1800 pb (carril 4).  

Aunque la construcción pCGFPL1 tiene el gen l1 completo y pCGFP2ATG tiene el gen 

truncado sin los primeros 78 pb, en la PCR se obtuvo el fragmento de PCR del mismo 

tamaño debido a que el primer directo OD2B hibrida en el segundo ATG y no se toman 

en cuenta los primeros 78 pb, por eso tanto en PCGFPL1 como en pCGFP2ATG la 

banda es de 1800 pb. El resultado es similar al análisis in sílico donde se puede 

observar la banda de 1800 pb (anexo X), la otra banda más grande que se observa en 

este análisis bioinformático es porque tanto L1 como GUSplus tienen terminador NOS, 

por eso hay posibilidad de obtener la banda de 4930 pb, en este trabajo no se encontró 

esa banda como se puede ver en los resultados, esto es porque fragmentos mayores a 

3 kb es difícil obtenerlos por métodos normales de amplificación, además de que el 

tiempo de amplificación es de 1 minuto, por eso no se obtiene esa banda de mayor 

tamaño 
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Figura 16 PCR  del gen l1 con el terminador NOS,  se obtuvo el fragmento del tamaño esperado en la 

líneas de raíces analizadas (carril 1 y 2), así como en el control positivo (carril 4), y no se observó en el 

control negativo (carril 3) 

 

8.11 Efecto de los reguladores de crecimiento sobre el 
crecimiento y diferenciación de explantes 

 

Los reguladores de crecimiento incrementaron la elongación, ramificación de las raíces 

y diferenciación de los explantes (Figura 17) en los tratamientos 2, 6 y 7 en la zona de 

concentración de 0.05 mg/L de IAA, Kin y GA3, resultados similares para la 

concentración de auxina han sido reportados en (Kartha et al. 1974; Meurant 2012) en 

chícharo Pisum sativum  con 0.18 mg/L de NAA se mejoró la producción de raíces, 

pero en estos casos a partir de brotes y no de raíces. En el tratamiento 25 con 10 mg/L 

de IAA y 10 mg/L de Kin se observó el mayor efecto de elongación y ramificación de 

raíces, siendo estas concentraciones donde se obtuvo una mayor cantidad de biomasa. 

Este resultado es consistente con lo reportado por (Bálványos et al. 2001) para la 

auxina IAA, donde se observa que a medida que se incrementa la concentración hasta 

5 mg/L se mejora el crecimiento de raíces. Sin embargo, también se obtuvo un 

resultado contrario para Kin, porque reportan que las concentraciones más altas 

probadas de esta hormona (2 y 5 mg/L) inhiben el crecimiento de raíces, esto puede 

deberse a que en este trabajo se utilizaron raíces no transformadas, mientras que 
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(Bálványos et al. 2001) trabaja con raíces transgénicas, y cuando se trabajó con raíces 

transformadas con pCAMBIA se encontró el mismo comportamiento con estas 

hormonas.  

Las raíces de los tratamientos con 5 y 10 mg/L de Kin se empezaban a poner cafés 

igual que las raíces de los tratamientos con 5 y 10 mg/L de IAA. También se observó 

un mayor crecimiento de las raíces gruesa generadas a partir de los cotiledones de los 

tratamientos 3, 4, 9, 10, 13, 15 y 25, estos resultados concuerdan con (Cao and Earle 

2003) donde se reporta que las concentraciones más altas de auxina favorecen la 

producción de raíces de hojas de brócoli, mientras que el aumento de citocinina 

favorece la producción de brotes, los cotiledones del tratamiento 25 se transformaron 

casi en su totalidad en raíces.   

Los hipocotilos con mayor producción de callos fueron los del tratamiento 8 en 0.5 mg/L 

de IAA, 0.05 mg/L de Kin y 10 mg/L de GA3, los resultados son cercanos (en el diseño 

experimental) a los encontrados en (Clare and Collin 1974; Meurant 2012) para la 

producción de callos a partir de explantes de col de Bruselas Brassica oleracea con 2 

mg/L de IAA, 0.5 mg/L de Kin y 1 mg/L de IBA, aunque las cantidades para producción 

de callos a partir de tallos son más parecidos a los reportados en (Meurant 2012; 

Tilquin 1979) para tapioca Manihot esculenta con 0.07 mg/L de 6BA, 0.24 mg/L de NAA 

y 0.65 mg/L de GA3.  

También se observó la producción de brotes en hipocotilos de los tratamientos 3, 11, 

12, 14 y  23, en la zona de 0.5 mg/L de Kin y 0.5 mg/L de IAA, estos resultados son 

similares a los reportados en (Bajaj and Nietsch 1975; Meurant 2012) con col morada 

Brassica oleracea var. capitata con 0.05 mg/L de Kin y 0.1 mg/L de IAA se produjeron 

también brotes a partir de hipocotilos. También se produjeron brotes en hipocotilos y 

cotiledones de los tratamientos 7 y 24,  en los cotiledones del tratamiento 15 con un 

100% de producción de brotes, en hipocotilos y raíces del tratamiento 16, 17, 18 y 22, 

en la zona de 0.5 mg/L de Kin, estos resultados son parecidos a los reportados en 

(Meurant 2012; Skirvin and Janick 1976) para geranio Velargonium spp  donde se 

produjeron brotes a partir de peciolos con 0.09 mg/L NAA y 10 mg/L  de Kin; también 

hubo producción de brotes en hipocotilos, raíces y cotiledones del tratamiento 21 con 
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Kin 10 mg/L y 10 mg/L de GA3 similar a lo reportado en (Meurant 2012; Skirvin and 

Janick 1976) pero con 0.09 mg/L NAA y sin GA3. 

 

 

Figura 17 Efecto de los reguladores de crecimiento de la tabla 3, tercera semana de cultivo. Las 

placas están ordenadas de acuerdo al número de tratamiento del 1 al 25. 
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8.11.1 Regeneración de explantes 
Tabla 5 Efectos de regeneración de explantes a raíces, callos y brotes 

 

 

 

Las principales respuestas de regeneración fueron a raíces, callos y brotes. En la 

primera tabla (Tabla 5-A) se muestran los tratamientos donde hubo regeneración 

de raíces a partir de cotiledones, podemos observar que aun en los tratamientos 

con 0 mg/L de GA3 hubo generación de raíces, lo cual nos indica que este 

regulador no es necesario y por el contrario puede tener un efecto negativo en 

concentraciones altas como en el caso de los tratamientos 4, 5 y 14. Los mejores 

tratamientos fueron a concentraciones altas de IAA y el mejor tratamiento fue el 25 

con 10 mg/L de IAA y 10 mg/L de Kin.  

En el caso de la regeneración de callos (Tabla 5-B), el efecto se observó en casi 

todos los tratamientos, principalmente a partir de los hipocotilos, el mejor 

tratamiento fue el 8 con 0.5 mg/L de IAA, 0.05 de Kin y 10 mg/L de GA3 

En la tercera tabla (Tabla 5-C), la regeneración de brotes se ve favorecida por el 

incremento de concentración de Kin, aunque el mejor tratamiento fue el 15 con 10 

mg/L de IAA y 0.5 mg/L de Kin.  

Nuestros resultados coinciden con  (Cao and Earle 2003) quien encontró que la 

combinación de BA 5 mg/l con IAA 4 mg/l resulta en una buena inducción de 

formación de brotes; disminuyendo la concentración de IAA se reduce la 

frecuencia de formación de brotes y aumentando la concentración de IAA se 

induce la formación de raíces. 

A)      B)       C) 
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8.11.2 Peso fresco y seco de los explantes de raíces  

La adición de reguladores de crecimiento al medio de cultivo favoreció la 

producción de biomasa en las raíces comparada con el control (tratamiento 1 sin 

reguladores de crecimiento) como se puede observar en la tabla 6 y en la figura 

18, sin embargo, es importante resaltar que, como se ha mencionado 

anteriormente, en algunos tratamientos las raíces se hacían verdes (tratamientos 

con 5 mg/L y 10 mg/L de Kin), gruesas y con brotes (tratamientos 16, 17, 21 y 22), 

este resultado de formación de brotes coincide con los resultados de  (Cao and 

Earle 2003) quien encontró una alta frecuencia de formación de brotes en un 

medio con 5 mg/l BA combinado con 0.5-2.0 mg/l NAA.  Y en otros casos las 

raíces parecía que se inhibía el crecimiento se transformaban en callos 

(tratamientos con 5 mg/L y 10 mg/L de IAA) y se ponían cafés. En el caso del 

tratamiento 25 que fue donde se obtuvo la mayor cantidad de biomasa de acuerdo 

al peso fresco y peso seco, es importante mencionar que el explante en un 

principio su crecimiento fue inhibido después se transformó en callo y de los callos 

aparecieron nuevamente raíces gruesas con un mayor crecimiento comparadas 

con los demás tratamientos. Nuestros resultados coinciden con (Qin et al. 2007) 

quien llevo un cultivo solo hasta 2 mg/L de NAA pero observo que incrementando 

la concentración de NAA se promovía la formación de raíces.  

 

Tabla 6. Análisis de varianza  de peso fresco A) y preso seco B) de explantes raíces 

 

 

 

El análisis de varianza para el peso fresco de raíces (tabla 6-A) y peso seco de 

raíces (tabla 6-B) se muestra que solo la cinetina presenta un valor significativo, y 

el análisis post anova empleando la prueba de Scheffe con una significancia de 

A)                                                                        B) 
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0.039 encontramos que el mejor tratamiento para la producción de biomasa es el 

25 con 10 mg/L de cinetina. 

 

   

 

Figura 18 Peso fresco (A) y peso seco (B) en gramos de biomasa de los explantes de raíces de los 25 

tratamientos con sus 3 repeticiones a 3 semanas de cultivo 

 

En las gráficas de las figuras 18-A y 18-B se muestra las zonas donde se encontró 

la mayor producción de biomasa que fue el tratamiento 25 con las concentraciones 

de 10 mg/L de kin y 10 mg/L de IAA. 

 

8.11.3 Peso fresco y seco de los explantes de hipocotilos 

La mayoría de los explantes de hipocotilos regeneraban a callos en los polos del 

hipocotilo, este efecto se observó también en los controles, aunque en este caso 

el inicio de este efecto se notó solo a partir de la tercera semana, mientras que en 

los otros tratamientos se pudo observar a partir de la primera semana. En algunos 

tratamientos como el 4 y el 23 los hipocotilos se pusieron de un color obscuro y 

parecía que se adelgazaban. Estos efectos se reflejaron en el peso final de la 

biomasa de los explantes de hipocotilos (Tabla 7 y Figura 19). En algunos 

tratamientos como el 7 y el 11 se observó la generación de brotes, aunque la 

biomasa en gramos no fue alterada tanto como en los brotes de raíces 

anteriormente mencionados.  

 

 

A)                                                     B) 
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Tabla 7.  Análisis de varianza de peso fresco A) y seco B) de explantes de hipocotilos 

 

 

 

En el análisis de varianza de peso fresco (Tabla 7-A) y peso seco (Tabla 7-B) no 

se encontró efecto significativo de los reguladores de crecimiento sobre la 

producción de biomasa de hipocotilos, lo cual concuerda con lo observado en el 

análisis cualitativo donde solo se encontró diferenciación a callos y no hubo 

crecimiento de los explantes de hipocotilos.  

 

 

 

 

Figura 19 Peso fresco (A) y peso seco (B) en gramos de biomasa de los explantes de hipocotilos  de 

los 25 tratamientos con sus 3 repeticiones a 3 semanas de cultivo 
 

En las gráficas de peso fresco (Figura 19-A) y peso seco (Figura 19-B) de 

hipocotilos, se puede observar que el tratamiento con mayor producción de 

biomasa es el mismo tratamiento 8 con 0.5 mg/L de IAA, 0.05 mg/L de Kin y 10 

mg/L de GA3 

 

A)                                                    B) 

A)                                                                       B) 
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8.11.4 Peso fresco y seco de los explantes de cotiledones 

En explantes de cotiledones fue donde se obtuvo una mayor cantidad de biomasa 

como se puede observar en la tabla 8 y figura 120, de hasta 9 g (Tratamiento 15) 

principalmente por la regeneración de raíces que cubrían toda la placa 

(tratamientos 3, 6, 10, 15) y la generación de brotes (tratamiento 15 y 24). Es 

importante mencionar que en el caso del tratamiento 25 con 10 mg/L de IAA y 10 

mg/L de Kin los cotiledones se transformaron casi en su totalidad en raíces 

gruesas con crecimiento rápido, además de ser este tratamiento donde se obtuvo 

una mayor cantidad de biomasa de explantes de raíces lo cual concuerda con los 

resultados encontrados por (Qin et al. 2007) quien empleo explantes de 

cotiledones para buscar regeneración a brotes y observo que incrementando la 

concentración de NAA se promovió la formación de raíces. También coinciden con  

(Cao and Earle 2003) quien empleo explantes de hoja de brócoli y encontró que la 

combinación de BA 5 mg/l con IAA 4 mg/l resulta en una buena inducción de 

formación de brotes; disminuyendo la concentración de IAA se reduce la 

frecuencia de formación de brotes y aumentando la concentración de IAA se 

induce la formación de raíces. 

 

Tabla 8. Análisis de varianza de peso fresco A) y seco B) de explantes de cotiledones 

 

 

 

En el análisis de varianza de peso fresco (Tabla 8-A) y peso seco (Tabla 8-B) no 

se encontró efecto significativo de los reguladores de crecimiento sobre la 

producción de biomasa de cotiledones esto puede deberse a que la mayoría de 

A)                                                                        B) 
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estos explantes regenero a nuevos tejidos como raíces y brotes, por lo que los 

pesos finales se mantuvieron homogéneos. 

 

 

 

 
 

Figura 20 Peso fresco (A) y peso seco (B) en gramos de biomasa de los explantes de cotiledones de 

los 25 tratamientos con sus 3 repeticiones a 3 semanas de cultivo 
 

 

En las gráficas de peso fresco (Figura 20-A) y peso seco (Figura 20-B) el 

tratamiento con mayor producción de biomasa como podemos ver en las gráficas 

fue el tratamiento 15 que fue donde los cotiledones generaron tanto raíces como 

brotes con 0.5 mg/L de Kin y 10 mg/L de IAA y 0.05 de GA3 

 

8.12 Efecto de IAA y Kin sobre el crecimiento de 
raíces transformadas con pCAMBIA 

 

La adición de IAA (Figura 21) favorece el crecimiento, mientras que la  Kin lo 

disminuye hasta prácticamente suprimirlo, lo que concuerdan con lo reportado por 

otros autores como (Bálványos et al. 2001), quien obtuvo el mismo efecto para IAA 

y Kin en raíces transformas, y (Cao and Earle 2003) quienes observaron en 

explantes de hojas que a medida que aumentaba la concentración de IAA 

aumentaba la regeneración de raíces y si aumentaba la concentración de 

Bencilaminopurina (BAP) favorecía la formación de brotes e inhibía la formación 

A)                                                      B) 
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de raíces. El análisis de peso fresco demostró que a medida que se aumenta la 

concentración de IAA se incrementa la cantidad de biomasa hasta obtener un 

valor de 4 veces mayor al control al utilizar la máxima concentración de IAA que 

fue de 1 mg/L, mientras que la a medida que se incrementa la concentración de 

Kin la cantidad de biomasa disminuye hasta 2 veces menos que el control en la 

máxima concentración de 1 mg/L 

 

Figura 21 Efecto de reguladores de crecimiento IAA y Kin sobre el crecimiento de raíces 

transformadas. El IAA favorece el crecimiento mientras que Kin lo inhibe. Se muestra el promedio 

de peso fresco en gramos de cada uno de los diferentes tratamientos 
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8.13 Ensayo de β-glucuronidasa 

Se han obtenido líneas de raíces de brócoli transformadas con el gen de la 

proteína L1 del HPV16, mediante el ensayo de β-glucuronidasa nos podemos dar 

cuenta que Agrobacterium rhizogenes ha transferido el T-DNA del plásmido 

pCAMBIA con el gen l1 por la observación de la coloración azul en las líneas de 

raíces probadas en concordancia con el control positivo de raíces transformadas 

con pCAMBIA y en contraste con el control negativo de raíces no transformadas 

(Figura 22 y 23) resultados similares a los de (Jefferson 1987; Karcher 2002). 

También se han obtenido dos líneas de raíces transformadas con el gen de la 

proteína L1 positivas al ensayo de β-glucuronidasa y con el fenotipo de raíces 

pilosas con rápido crecimiento en medio libre de reguladores de crecimiento 

(Figura 23), similares al fenotipo de raíces obtenidas por (Henzi et al. 2000) y por 

(García 2009). 

 

 

Figura 22 Ensayo de β-glucuronidasa, en la fotografía se muestran 9 líneas positivas y los controles 

negativo y positivo. 
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Figura 23 Raíces pilosas con crecimiento rápido en medio sin reguladores de crecimiento líneas 74 

y 75 comparadas con raíces normales y raíces transformadas con pCAMBIA 1105.1 (A), la 

demostración de la transformación se llevó a cabo mediante el ensayo de β-glucuronidasa (B) 

 

8.14 Localización del sitio de acumulación de la 

proteína L1  

 

Para localizar el sitio de acumulación de la proteína L1 en el tejido radicular se 

realizaron experimentos de tinción inmunohistoquímica de cortes del tejido 

radicular de raíces transformadas con el T-DNA de pCAMBIA y de pCAMHisL1 

(Figura 24). Se pudo observar la presencia de señales dispersas pero claras de 

fluorescencia verde en el tejido transformado con el T-DNA de pCAMHisL1 (Figura 

24B-24D) en comparación con el tejido transformado con el T-DNA de pCAMBIA 

(Figura 24A). Estos resultados demuestran que la proteína L1 está en el tejido y 

que es reconocida por los anticuerpos primario CAMVIR-1, ese anticuerpo también 

se ha utilizado en otros trabajos para inmunofluorescencia como lo reportado en 

(Zanotto et al. 2011),  a su vez el anticuerpo primario es reconocido por el 

secundario anti ratón asociado a FITC, y la dispersión de la señal sugiere que la 

proteína puede estar distribuida en diferentes partes de la célula sin tener un sitio 

o tejido particular para su acumulación. Por otra parte, la débil señal del control 

negativo, que es tejido transformado con el T-DNA de pCAMBIA (Figura 24A), se 

A) 

 

 

 

 

B) 
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debe a la autofluorescencia natural de las células vegetales. Porque al realizar 

fotoblanqueamiento con luz UV se encontró la señal de fluorescencia verde solo 

en las raíces transformadas (Figura 24E), en contraste con las raíces control no 

transformadas que no presentaron la fluorescencia verde, solo la azul del 

colorante de contratinción DAPI (Figura 24F)  

 

 

 

Figura 24 Tinción inmunohistoquímica de raíces transformadas con el T-DNA de pCAMBIA A) y el 

T-DNA de pCAMHisL1 B) a D). La fluorescencia verde nos demuestra la presencia de la proteína 

L1 en el tejido. En el control negativo se observa una señal débil por la autofluorescencia del 

tejido. La autofluorescencia se eliminó con luz UV (E y F) 

A)                                                                        B) 

C)                                                                       D) 

E)                                                                       F) 

http://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=d&biw=1600&bih=775&spell=1&q=autofluorescencia&sa=X&ei=uYbFUJTvEKWC2gWSl4C4Aw&ved=0CCgQvwUoAA
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Producción de proteína L1 en E. coli 

8.15 Solubilización de proteína L1 a partir de 
cuerpos de inclusión 

En algunas referencias como (Zhang et al. 1998) se menciona la solubilización de 

cuerpos de inclusión de L1 con Urea 8 M, en este trabajo se utilizó un buffer con 

urea 8 M pero no se pudieron solubilizar los cuerpos de inclusión, también se 

observó que al usar el buffer Laemmli de un extracto proteico si se lograba ver la 

banda de proteína L1, por esta razón se usó este buffer a media concentración y 

sin azul de bromofenol lográndose solubilizar estos cuerpos de inclusión como se 

puede ver la banda de L1 en el gel de SDS page indicado por las flechas. Se 

evaluó si una precipitación con acetona tenía que ver con la resolubilización y 

como se puede observar en el carril 1 con acetona y el carril 4 sin acetona y solo 

resuspendido con agua no se observa claramente la banda de L1. Entonces, 

enfocándonos en los componentes del buffer Laemmli, los que podrían tener un 

papel en la solubilización serían el DTT y el SDS, se evaluó entre usar y no el DTT 

y los resultados fueron similares por lo que se descartó este componente, 

quedando el SDS como el compuesto responsable de la solubilización. Además se 

realizó solubilización con diferentes concentraciones de SDS, como se puede 

mostrar en los tubos, las concentraciones de 0.5, y 0.25% solubilizan los cuerpos 

de inclusión, mientras concentraciones de 0.1% o menores ya no se solubilizan y 

se forman los pellets  
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Figura 25 Solubilización de cuerpos de inclusión, demostrado por la aparición de la banda de L1 en 

geles de SDS-PAGE, y en los tubos se muestra que las concentraciones de 0.25% de SDS o mayores 

solubilizan los cuerpos de inclusión, mientras que concentraciones de 0.1% o menores ya no 

solubilizan 

 

 

8.16 Producción de L1 en E. coli DH5α, BL21, 
Rosetta 1 y Rosetta 2 

Se realizó inducción de producción de proteína L1 en las cepas de E. coli DH5α, 

BL21, y Rosetta 1 y Rosetta 2, las cepas roseta se emplearon porque se ha 

reportado en (Gu et al. 2004; Zhao and Chen 2011; Zhao et al. 2005; Zhou et al. 

1999) que L1 tiene codones de poco uso para E. coli, como controles se utilizaron 

extractos de proteína de cultivos de las mismas cepas sin inducir, no se observó 

producción de proteína L1 en las cepas control sin inducir, pero si se produjo en 

las 4 cepas donde se indujo con IPTG se pudo observar una menor producción en 

DH5α, se observó la banda de L1 en BL21 y apareció con mayor intensidad en las 

cepas Rosetta 1 y 2 (Figura 26 se indicada la banda que corresponde al tamaño 

de la proteína L1 por las flechas), la razón por la que en las cepas de E. coli 
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Rosetta hubo una mayor producción puede ser porque aunque L1 es de origen 

viral esta se produce en células eucariotas humanas y como se ha mencionado en 

los antecedentes Rosetta presenta un plásmido que favorece la producción de 

proteínas eucariotas a diferencia de DH5α o BL21 que no presentan este plásmido 

 

 

Figura 26 Producción de proteína L1 en DH5α, BL21, Rosetta 1 y Rosetta 2, no se observó 

producción en los controles sin IPTG, L1 solo se produce cuando se induce con IPTG en las 4 

cepas, las bandas que corresponde a L1 son indicadas por las flechas 

 

8.17 Comparación cuantitativa de producción de L1 

en las 4 cepas de E. coli  

Se realizó nuevamente SDS-PAGE para realizar la cuantificación por 

densitometría, se cargó 7.5 µg de proteína total de los extractos de las 4 cepas y 

se cargaron cantidades conocidas de BSA, se midieron los pixeles en cada banda 

con el programa ImageJ y con los resultados obtenidos se graficó una curva 

relacionando las cantidades de proteína conocida con los valores de pixeles 

obtenidos, después se utilizaron los valores de los pixeles de las muestras para 
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conocer la cantidad de proteína en cada muestra y se encontró que DH5α 

presentaba 0.57 µg de L1 o 7.64% con respecto a proteína total cargada, BL21 

0.82 µg 0 11.02%, Rosetta1 1.00 µg o 13.42% y Rosetta2 0.90 µg o 12.06% 

(Figura 27A) y no hubo mucha variación en el duplicado donde se encontró que 

DH5α presenta 0.39 µg o 5.32%, BL21 0.75 o 10.12%, Rosetta1 0.92 µg o 12.35% 

y Rosetta2 0.85 µg o 11.40% (Figura 27B). La mayor producción de proteína L1 es 

en Rosetta1 y la menor producción es en DH5α. 

 

  

 

Figura 27 Producción de proteína L1 en DH5α, BL21, Rosetta 1 y Rosetta 2, La mayor producción 

de proteína L1 es en Rosetta 1 y la menor producción es en DH5α, no se encontró mucha diferencia 

en el duplicado (A y B) 

 

 

 

 

 

 

B) 

A) 
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8.18 Detección de L1 por Western blot   

Se realizó Western blot para la detección de proteína L1 de acuerdo a la 

metodología previamente descrita. Se extrajo proteína de E. coli DH5α sin 

transformar, transformada con pPROEX, transformada con pPROEX-L1 sin 

inducción con IPTG y con IPTG y se analizó tanto los cuerpos de inclusión 

solubilizados (lisado), como la fracción soluble. Se observaron 3 bandas, un 

resultado similar al de (Zhang et al. 1998), que también encontró la señal de L1 

con 3 bandas al solubilizar sus cuerpos de inclusión con urea 8 M. Solo hay señal 

en las células inducidas con IPTG y en los cuerpos de inclusión solubilizados, no 

se encontró en la fracción soluble y en ninguno de los controles que fueron DH5a, 

pPROEX vacío, y pPROEX-L1 sin inducir, por lo que este resultado nos indica que 

la proteína L1 solo se encuentra en los cuerpos de inclusión y como se esperaba 

solo en células inducidas con IPTG 

 

 

 

Figura 28 Detección de L1 por Western blot , solo se observaron las bandas de l1 en el carril donde 

se cargó proteína l1 solubilizada de cuerpos de inclusión  
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8.19 Proteína L1 obtenida por cromatografía de 

afinidad a níquel 

Se realizó cromatografía de afinidad a níquel y se obtuvo la banda del tamaño 

esperado de la proteína L1 al eluir con 100 mM de imidazol y también se observan 

otras bandas más pequeñas, probablemente proteínas unidas débilmente o 

péptidos de L1 unidos a GroEL como lo sugiere (Chen et al. 2001) que tuvo 

dificultades para purificar L1 fusionada a glutatión y al analizar los péptidos 

encontró que la secuencia de GroEL coeluye con L1 porque tienen una fuerte 

afinidad, tanto (Chen et al. 2001) como (Zhang et al. 1998) sugieren realizar 

lavados con buffers de baja concentración de sal como ATP-MgCl2, o NaCl 100 

mM antes de eluir la proteína para obtener una banda de L1 más pura y eliminar 

las proteínas débilmente unidas al níquel. Como fue la estandarización de 

condiciones de cromatografía también se utilizaron concentraciones más altas de 

200, 250 y 500 mM de imidazol 

 

 

 

Figura 29 Cromatografía de afinidad a níquel, se puede observar la banda de proteína L1 indicada 

por la flecha, al eluir con 100 mM de imidazol 
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IX. CONCLUSIONES 
 

Los factores nutricionales empleados, en este trabajo, específicamente los 

reguladores de crecimiento IAA y Kin afectaron el crecimiento y elongación de las 

raíces transformadas. El IAA favoreció el crecimiento, mientras Kin lo inhibió. 

Se obtuvieron construcciones con el gen l1 completo y variaciones con 2ATG y sin 

la NLS. Las construcciones se clonaron en A. rhizogenes, pero no se obtuvieron 

raíces transformadas con l1 sin la NLS, solo con el gen l1 completo y truncado en 

el segundo ATG.  

El efecto de las variaciones en el gen es incierto, pero los resultados sugieren que 

podrían favorecer el rendimiento del péptido correspondiente y de proteína L1 en 

los cultivos de raíces transformadas. 

Varias líneas de raíces transformadas con el gen l1 presentaron el fenotipo típico 

de alta vellosidad y crecimiento rápido en medio libre de reguladores de 

crecimiento. 

Las raíces transformadas con el gen l1 producen la proteína L1 según los 

resultados de tinción inmunohistoquímica. La proteína se detectó en todo el tejido 

vegetal sin un sitio específico de acumulación. 

Se obtuvo proteína L1 a partir de cuerpos de inclusión de E. coli cuando se 

adicionó SDS al buffer de extracción, mientras que la presencia de urea, aún a 8 

M, no favoreció la solubilización de la proteína.  

La proteína L1 se detectó en los cultivos de E. coli por Western blot, y se purificó a 

partir de estos cultivos por cromatografía de afinidad a níquel. 

La mayor producción de proteína L1 en E. coli se consiguió con la cepa Rosetta 1, 

mientras la menor producción fue con la cepa de E. coli DH5α. 
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X. RECOMENDACIONES PARA INVESTIGACIONES 
FUTURAS 

 

Comparación de las diferencias de producción de proteína L1 con las 

modificaciones del gen en cepas de E. coli 

Transformación de raíces con las 3 variaciones del gen l1, para cuantificación y 

comparación de producción de proteína L1 en raíces transformadas con las 

variaciones del gen 

Utilizar microscopia confocal para mejorar las imágenes de fluorecencia y 

microscopia electrónica para observar la producción de VLP 

Dirigir la producción a órganelos para incrementar la producción de proteína 

Evaluar el uso de otros sistemas de expresión como levaduras y sistemas 

procariotas 

Evaluar la generación de respuesta inmune en modelos animales, usando como 

inmunógeno VLP obtenido de raíces transformadas, si la respuesta es baja se 

puede fusionar a L1 una proteína inmunógena o algún inductor de citocinas para 

incrementar la respuesta inmune 
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XII. ANEXOS 
Anexo I 

Análisis in sílico de restricciones de pCAMBIA 1305.1, pCGFP y pCGFPL1ΔGUS, 

se muestra el mapa de restricción así como la tabla con los tamaños esperados al 

cortar con EcoRV y XhoI. El orden de los plásmidos es con base a como se 

muestran en el resultado 8.1 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Anexo II 

Análisis in sílico de restricciones de pCGFPL1 con BamHI y HindIII  

 

  

 

MW: 1 Kb DNA Ladder 
1:  pCGFPL1ΔGUS 
    EcoRV 
       1. 9202 bp 
       2. 2624 bp 
       3. 1168 bp 
       4. 958 bp 
2:  pCGFP 
    EcoRV 
       1. 7623 bp 
       2. 2624 bp 
       3. 1595 bp 
       4. 1168 bp 
3:  pCAMBIA1305.1 
    EcoRV 
       1. 7623 bp 
       2. 2624 bp 
       3. 1600 bp 

MW: 1 Kb DNA Ladder 
4:   pCGFPL1ΔGUS 
    XhoI 
       1. 10,685 bp 
       2. 2173 bp 
       3. 1094 bp 
5:  pCGFP 
    XhoI 
       1. 9743 bp 
       2. 2173 bp 
       3. 1094 bp 
6:  pCAMBIA1305.1 
    XhoI 
       1. 10,753 bp 
       2. 1094 bp 

MW: 1 Kb DNA Ladder 

1:  pCGFPL1XbaI 
    BamHI 

       1. 13,474 bp 

       2. 1480 bp 

 

2:  pCGFPL1XbaI 
    HindIII 

       1. 12,948 bp 

       2. 2006 bp 
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Anexo III 

Análisis in sílico de restricciones de pPROEX-L1 y pPROEX-GFP con EcoRV y 

XhoI  

 

 

Anexo IV 

Análisis in sílico de restricciones de pPROEX-GFPNLS y pPROEX-GFPL1 con 

EcoRV  

 

 

 

MW: 1 Kb DNA Ladder 

1:  pPROEX-L1 

    EcoRV 

       1. 4548 bp 
       2. 1114 bp 

       3. 626 bp 

 

2:  pPROEX-GFP 

    EcoRV + XhoI 
       1. 2918 bp 

       2. 1114 bp 

       3. 767 bp 
       4. 626 bp 

MW: 1 Kb DNA Ladder 

1:  pPROEX-GFP 

    EcoRV 

       1. 3685 bp 
       2. 1114 bp 

       3. 626 bp 

2:  pPROEX-GFPNLS 
    EcoRV 

       1. 4480 bp 

       2. 1114 bp 
       3. 855 bp 

       4. 626 bp 

3:  pPROEX-GFPL1 
    EcoRV 

       1. 4548 bp 

       2. 1114 bp 
       3. 855 bp 

       4. 626 bp 
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Anexo V 

Análisis bioinformático de restricciones de pCGFPΔNLS y pCGFP con HindIII  

 

Anexo VI 

Análisis bioinformático de amplificaciones de l1 a partir de la construcción 

pPROEX-2ATGNOS y PCGPL1, también restricción de pPROEX-2ATGNOS y 

pPROEX HTb B con EcoRV y BamHI  

 

 

MW: 1 Kb DNA Ladder 

1:  pCGFPΔNLS 
    HindIII 

       1. 12,948 bp 

       2. 1939 bp 

 

2:  pCGFP 
    HindIII 

       1. 12,948 bp 

       2. 62 bp 

MW: 1 Kb DNA Ladder 

1:  pPROEX-2ATGNOS 

    KpnIHisL1 + NOSrev 

       1. 1897 bp 
2:  pCGFPL1XbaI 

     KpnIHisL1 + NOSrev 

       1. 5099 bp 
       2. 1975 bp 

3:  pPROEX-2ATGNOS 

    EcoRV + BamHI 
       1. 4176 bp 

       2. 1114 bp 

       3. 626 bp 
       4. 556 bp 

4:  pPROEXHTb B 

    EcoRV + BamHI 

       1. 2999 bp 

       2. 1114 bp 

       3. 626 bp 
       4. 40 bp 
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Anexo VII 

Análisis bioinformático de restricciones con BamHI de pCGFPL1, pCGFPΔNLS y 

pCGFP2ATG 

 

 

Anexo VIII 

Análisis  in sílico  de amplificaciones de pPROEX-GFP2ATG y pPROEX-GFPL1 

con los primers OD2-B, OR1-N, y OD1L1,  restricciones de estas construcciones 

con BamHI. No se muestran los controles negativos de amplificación, 

pCGFPNLS porque el primer OR1-N no hibrida, tampoco el primer OR1-N hibrida 

en pPROEX-GFP2ATG 

 

MW: 1 Kb DNA Ladder 

1:  pCGFPL1 

    BamHI 

       1. 13,474 bp 
       2. 1480 bp 

 

2:  pCGFPΔNLS 
    BamHI 

       1. 13,407 bp 
       2. 1480 bp 

 

3:  pCGFP2ATG 
    BamHI 

       1. 13,474 bp 

       2. 1402 bp 

MW: 1 Kb DNA Ladder 

1:  pPROEX-GFP2ATG 

    OD2-B + OR1-N 

       1. 1539 bp 
2:  pPROEX-GFPL1 

    OD2-B + OR1-N 

       1. 1539 bp 
3:  pPROEX-GFP2ATG 

    EcoRI 

       1. 5769 bp 
       2. 1296 bp 

4:  pPROEX-GFPL1 

    EcoRI 
       1. 6031 bp 

       2. 1374 bp 

5:  pPROEX-GFPL1 
    OD1L1 + OR1-N 

       1. 1616 bp 
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Anexo IX 

Análisis bioinformático de amplificaciones de pCGFPΔNLS y pCGFPL1 a partir de 

colonias de A. rhizogenes transformadas con estas construcciones, empleando los 

primers OD1L1, BsaIBglIINLS, CMVdir yOR1-N 

 

  

 

Anexo X 

Análisis in sílico de las amplificaciones del gen l1 con los primers OD2-B y NOSrev 

a partir de DNA genómico transformado con las construcciones pCGFPL1 y 

pCGFP2ATG 

 

 

 

MW: 1 Kb DNA Ladder 
 
1:   pCGFPΔNLS 

    OD1L1 + BsaIBglIINLS 
       1. 1553 bp 

 
2:   pCGFPΔNLS 
    CMVdir + BsaIBglIINLS 

       1. 2444 bp 

 
3:  pCGFPL1 

    CMVdir + OR1-N 

       1. 2507 bp 

MW: 1 Kb DNA Ladder 
 
1:  pCGFPL1 
    OD2-B + NOSrev 

       1. 4930 bp 

       2. 1800 bp 
 
2:  pCGFP2ATG 

    OD2-B + NOSrev 
       1. 4930 bp 

       2. 1800 bp 



 

107 

 

Anexo XI 

El plásmido pCAMBIA 13305.1, se muestran sus principales estructuras, así como 

los sitios de restricción donde cortan las enzimas empleadas en este trabajo 

 

Anexo XII 

El plásmido pPROEX HTb B, se muestran sus principales estructuras, así como 

los sitios de restricción donde cortan las enzimas empleadas en este trabajo 

 

 


