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                                Conceptos y T&eacute;cnicas de Biotecnolog&iacute;a
Curso 2010
Aplicaciones
en
biotecnolog&iacute;a
vegetal
Alejandro Mentaberry
Departamento de Fisiolog&iacute;a, Biolog&iacute;a Celular y Molecular
FCEN-UBA
Fundamentos
te&oacute;ricos y
pr&aacute;cticos
del cultivo
de tejidos
vegetales
• La teor&iacute;a de la totipotencialidad celular, enunciada
por Haberlandt a principios del siglo XX, postula que toda
c&eacute;lula vegetal individual es capaz de regenerar una planta
entera a partir de un cultivo in vitro, sin importar el grado de
diferenciaci&oacute;n alcanzado. Para ello se requieren condiciones
espec&iacute;ficas referidas al medio del cultivo, relaciones
hormonales, temperatura, fotoper&iacute;odo, etc.
• La desdiferenciaci&oacute;n consiste en la transformaci&oacute;n y
p&eacute;rdida de las caracter&iacute;sticas de especializaci&oacute;n de un tipo
celular para dar lugar a c&eacute;lulas de tipo meristem&aacute;tico.
El siguiente paso involucrado en la regeneraci&oacute;n de una
planta es la re-difereciaci&oacute;n de las c&eacute;lulas previamente
desdiferenciadas.
• Todo proceso de diferenciaci&oacute;n est&aacute; regulado por el
balance entre diferentes tipos de reguladores del
crecimiento, fundamentalmente de auxinas y citocininas.
No satisfactorio
No satisfactorio
Cultivo
de tejidos y
transformaci&oacute;n
gen&eacute;tica
Adaptado de: Birch, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 1997.
Ciclo de la enfermedad de la agalla de corona
causada por Agrobacterium tumefaciens
Tomado de: Agrios, Plant Pathology, 1997.
Mapa gen&eacute;tico
del pl&aacute;smido Ti
de octopina
BI
BD
La capacidad
de Agrobacterium
tumefaciens
de introducir ADN
en el genoma
de la planta permiti&oacute;
desarrollar vectores
plasm&iacute;dicos
basados
en el pl&aacute;smido Ti
Transformaci&oacute;n mediante cocultivo de
Agrobacterium tumefaciens y discos de hojas de tabaco
A
B
C
D
E
F
Disco foliar
Explante inicial
(hoja)
Co-cultivo con una
bacteria desarmada
en medio l&iacute;quido
Co-cultivo en medio
s&oacute;lido sin antibi&oacute;ticos
Planta transg&eacute;nica
aclimatada en
invernadero
Medio de enraizamiento con o
sin agente de selecci&oacute;n
Medio de inducci&oacute;n de
brotes con antibi&oacute;tico y
agente de selecci&oacute;n
Transformaci&oacute;n mediante bombardeo con micropart&iacute;culas
Acelerador de micropart&iacute;culas PDS 1000/He
por descarga de helio a alta presi&oacute;n
Modelo comercial actual
Medidor de presi&oacute;n de helio
Tubo de aceleraci&oacute;n de gas
Interruptores de control
Medidor de vac&iacute;o
Portador del disco
de ruptura
Portador del
macroproyectil
Ensamblaje del propulsor
de microproyectiles
C&aacute;mara de
bombardeo
C&eacute;lulas blanco
Soportedel
del tejido
blancoblanco
Soporte
V&aacute;lvula de medici&oacute;n
de helio
Controles del flujo
de aire y de vac&iacute;o
Mecanismo de disparo de un ca&ntilde;&oacute;n impulsado
por He a alta presi&oacute;n (PDS 1000/He)
Micropart&iacute;culas
de oro
Micropart&iacute;culas
de tungsteno
Tomado de: Christou, Trends in Plant Science, 1996.
Plantas
transg&eacute;nicas
obtenidas por
bombardeo de
micropart&iacute;culas
A, B, C: expresi&oacute;n
transitoria del gen
uidA en
embriones
inmaduros 24 h
post-bombardeo.
D y E: embriones
inmaduros bajo
selecci&oacute;n en
higromicina.
F: regeneraci&oacute;n
de los callos
transg&eacute;nicos bajo
selecci&oacute;n.
A
B
C
D
E
F
Transformaci&oacute;n de Oryza sativa
a partir de embriones inmaduros
Genes reporteros: gen de β-glucuronidasa bacteriana
Gen uidA aislado de Escherichia coli
Expresi&oacute;n del gen uidA bajo el control de
Expresi&oacute;n del
gen uidA de
bajo
el control de
promotores
especificos
par&eacute;nquima
promotores
de par&eacute;nquima
(arriba)
y de especificos
estigma (derecha)
(arriba) y de estigma (derecha)
Expresi&oacute;n del
gen gfp en
tejido floral
de margarita
Planta
transg&eacute;nica
bajo
iluminaci&oacute;n
normal
(arriba) y
bajo
iluminaci&oacute;n
UV (abajo)
&iquest;Transferencia
directa de ADN
versus
Agrobacterium
tumefaciens?
vs.
A
Aplicaciones biotecnol&oacute;gicas
Plagas y malezas
Producci&oacute;n mundial estimada y porcentaje de p&eacute;rdidas
mundiales por enfermedades, insectos y malezas (1993)
% de p&eacute;rdidas por
Producci&oacute;n y p&eacute;rdidas (Tm x 106)
Cultivo
P&eacute;rdida
total
por
cultivos
(%)
Producci&oacute;n
(1993)
Producci&oacute;n
potencial
Enfermedades
Insectos
Malezas
1.894
2.800
9,2
13,9
11,4
34,5
Papa
288
425
21,8
6,5
4,0
32,3
Ra&iacute;ces y tuberosas
603
1.057
16,7
13,6
12,7
43,0
Remolacha
282
373
10,4
8,3
5,8
24,5
1.040
2.311
19,2
20,1
15,7
55,0
Leguminosas
57
85
11,3
13,3
8,7
33,3
Vegetales
465
643
10,1
8,7
8,9
27,7
Frutas
371
19
12,6
7,8
3,0
23,4
Caf&eacute;-Cacao-T&eacute;
11
484
17,7
12,1
13,2
42,4
Oleaginoasas
245
354
9,8
10,5
10,4
30,7
Cultivos de fibra
42
61
11,0
12,9
6,9
30,8
Tabaco
8
11
12,3
10,4
8,1
30,8
Gomeros
5
7
15,0
5,0
5,0
25,0
Promedio
-
-
11,8
12,2
9,7
33,7
Cereales
Ca&ntilde;a de az&uacute;car
Adaptado de: Agrios, Phytopathology, 1997
Estructura de las prote&iacute;nas Cry de Bacillus thuringiensis
Toxina activa
Toxina activa
Tomado de: de Maagd et al., Trends in Plant Sci., 1999.
Dominio I: inserci&oacute;n en la membrana y formaci&oacute;n de poros.
Dominio II y Dominio III: reconocimiento y uni&oacute;n al receptor.
Efectos citot&oacute;xicos en el gusano de la ra&iacute;z del ma&iacute;z
Inmunohistoqu&iacute;mica
Planta control
Planta transg&eacute;nica
MV
MV
GE
A
B
C
Tomado de: Moellenbeck et al., Nature Biotechnology, 2001.
A) Inmunohistoqu&iacute;mica mostrando la uni&oacute;n de la toxina a las
microvellosidades del epitelio intestinal.
B) Secci&oacute;n transversal del tracto digestivo de la larva a las 48 h
de alimentarse de una ra&iacute;z de planta control no transg&eacute;nica.
C) Secci&oacute;n transversal del tracto digestivo de la larva a las 48 h
de alimentarse de una ra&iacute;z transg&eacute;nica que expresa un gen cry.
MV: microvellosidades
GE: epitelio intestinal
Las δ-endotoxinas tienen actividades que afectan
espec&iacute;ficamente a diferentes &oacute;rdenes de insectos
Porcentaje de toxicidad relativa de diferentes δ-endotoxinas
del tipo Cry I contra distintos insectos lepid&oacute;pteros
%
Resistencia mediante EPSPS insensible a glifosato
Algunas mutaciones
en la EPSPS pueden
tornar a la enzima
insensible al glifosato.
La uni&oacute;n de este herbicida
a la enzima nativa bloquea
su actividad e impide
el transporte del complejo
EPSPS-shikimato
3-fosfato al cloroplasto.
La enzima producida por
el gen mutado (epsps*)
tiene una menor afinidad
por el glifosato y es
catal&iacute;ticamente activa en
presencia del herbicida.
Tomado de Coruzzi and Last, Biochemistry and Molecular Biolgy of Plants, 2000.
Integraci&oacute;n del uso de plantas transg&eacute;nicas de soja
resistentes a glifosato con pr&aacute;cticas de siembra directa
Siembra directa de soja sobre
rastrojo de trigo
Siembra directa de soja sobre
rastrojo de ma&iacute;z
Gentileza Ing. Agr. S. Lorenzatti
Aplicaciones biotecnol&oacute;gicas
Enfermedades
Genes o transgenes de
copia &uacute;nica en
orientaci&oacute;n sentido
Virus a DNA
RNA “aberrante”
El ingreso al
silenciamiento g&eacute;nico
postranscripcional
comprende distintos
pasos y puede ocurrir
de maneras diversas
Transgenes u
otros elementos
en repeticiones
invertidas
Mecanismo de
vigilancia y
amplificaci&oacute;n
Formaci&oacute;n de
RNA en horquilla
dsRNA
Virus a RNA
Degradaci&oacute;n del
RNA blanco
El silenciamiento se puede inducir expresando horquillas
de dsRNA viral en plantas transg&eacute;nicas
Tomado de: Smith et al., Nature, 2000.
Ensayos de
campo de
papaya
resistente
al Papaya
ringspot virus
Tomada del sitio: http://www.apsnet.org/education/feature/papaya/Top.htm
Sobrexpresi&oacute;n
de la defensina
alfAFP de
Brassica
oleracea en
Oryza sativa
Ensayo de infecci&oacute;n con Pyricularia grisea
Sin
transformar
Transg&eacute;nica
Control sin
inocular
Tomado de: Kawata et al. JARQ, 2003.
Expresi&oacute;n
de un p&eacute;ptido
antimicrobiano
de Pharbitis nil
en tabaco
Se introdujo el gen pnAMP-h2 de Pharbitis nil
en tabaco, bajo el promotor constitutivo 35S. Este
gen codifica un p&eacute;ptido de la familia de la heve&iacute;na.
Tomado de: Koo et al. Plant Mol. Biol., 2002.
L&iacute;nea transg&eacute;nica
L&iacute;nea control
Ensayos de resistencia a Peronospora paras&iacute;tica
Plantas de Solanum tuberosum transformadas
con genes de osmotinas, lisozima y dermaseptina
Ensayos de
infecci&oacute;n con
Erwinia
carotovora
de plantas
transg&eacute;nicas
y controles de
Solanum
tuberosum
que expresan
combinaciones
de uno, dos y
tres genes
antimicrobianos
controles
transg&eacute;nicas
controles
transg&eacute;nicas
Aplicaciones biotecnol&oacute;gicas
Estreses abi&oacute;ticos
Diferentes factores ambientales
que resultan en estreses abi&oacute;ticos
Tomado de: Holmberg and B&uuml;low, Trends in Plant Science, 1998.
La mayor parte de los estreses abi&oacute;ticos provienen del estr&eacute;s por d&eacute;ficit de agua.
Respuestas a estreses ambientales
Las plantas responden al estr&eacute;s tanto a nivel celular como del conjunto de los tejidos. Los estreses constituyen
se&ntilde;ales ambientales que son percibidas y reconocidas por las plantas. Las se&ntilde;ales son transducidas en las
c&eacute;lulas y comunicadas a trav&eacute;s de la planta. T&iacute;picamente, la transducci&oacute;n de se&ntilde;ales a nivel celular resulta en
la alteraci&oacute;n de la expresi&oacute;n gen&eacute;tica, lo que a su vez influye sobre el metabolismo y el desarrollo de la planta.
Estrategias
para desarrollar
plantas
tolerantes al
estr&eacute;s mediante
ingenier&iacute;a
gen&eacute;tica
Buscar organismos que vivan
bajo condiciones medioambientales
extremas de estr&eacute;s
Estudiar los organismos bajo
condiciones estresantes
y no estresantes
Aislar y clonar aquellos genes
relacionados con tolerancia al estr&eacute;s
Caracterizar el producto g&eacute;nico
en un sistema modelo procariota
Introducir el gen en un sistema
vegetal y estudiarlo bajo estr&eacute;s
Introducir el gen en un cultivo
y proceder con ensayos de campo
Adaptado de: Holmberg and B&uuml;low, Trends in Plant Science, 1998.
Thellungiella halophila es una planta modelo
para el estudio de la tolerancia a salinidad
Tomado de: Vinocur and Altman, Current Opinion in Biotechnology, 2005.
Thellingiella halophila es una peque&ntilde;a hal&oacute;fila altamente tolerante
al estr&eacute;s salino. Tiene un ciclo de vida corto y comparte muchas
similitudes biol&oacute;gicas y moleculares con Arabidopsis thaliana.
La fotograf&iacute;a muestra plantas de T. halophila y A. thaliana cultivadas
durante 7 d&iacute;as en medio saturado con 0, 200 y 600 mM de NaCl.
Tolerancia a estr&eacute;s salino en plantas de Brassica napus transformadas
con el gen nhx1 de la bomba vacuolar de Na+/H+ de Arabidopsis thaliana
Plantas transg&eacute;nicas y control crecidas en 200 mM de NaCl
Tomado de: Zhang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2001.
X1OE1
X1OE2
X1OE3
Controles
Las diferentes l&iacute;neas transg&eacute;nicas presentan niveles de expresi&oacute;n
X1OE1: nivel alto; X1OE2: nivel medio; X1OE3: nivel bajo
Tolerancia
a estr&eacute;s h&iacute;drico
en tabaco
transformado
con el gen ipt
bajo un promotor
inducible
por senescencia
Fila superior: sin
riego segunda
semana
Fila inferior: riego
restaurado, tercera
semana
No transg&eacute;nica
Transg&eacute;nica
Transformaci&oacute;n de plantas de Arabidopsis thaliana
con el gen del factor de transcripci&oacute;n Hahb-4 de girasol
Plantas
transformadas
con
el gen Hahb-4
(derecha ) y
no transg&eacute;nicas
(izquierda)
sometidas a
sequ&iacute;a.
Gentileza Dr. R. Chan
Resistencia
a aluminio en
plantas de papaya
transformadas
con el gen de
citrato sintetasa
de Pseudomonas
aeruginosa
Tomado de: de la Fuente et al., Science, 1997.
Plantas de papaya (Carica papaya) control
y transformadas con el gen csb a los 30 d&iacute;as de
cultivo en presencia de 300 &micro;M de aluminio.
Izquierda: planta de papaya transg&eacute;nica;
derecha: planta transformada con el vector vac&iacute;o.
Aplicaciones biotecnol&oacute;gicas
Ingenier&iacute;a metab&oacute;lica
Modificaci&oacute;n
de rutas
metab&oacute;licas
mediante
ingenier&iacute;a
gen&eacute;tica
A
1, 1↑
↑
8
H
B
2, 2*
C
6
3
D
4
5
E
F
7
G
Las t&eacute;cnicas
disponibles
permiten
prolongar (4,5),
ramificar (6, 7)
y bloquear
(8) rutas
metab&oacute;licas.
El flujo metab&oacute;lico
puede tambi&eacute;n
incrementarse
por expresi&oacute;n
constitutiva
de enzimas
claves (1↑
↑)
o por
neutralizaci&oacute;n
de los
mecanismos de
retroalimentaci&oacute;n
por acumulaci&oacute;n
de producto (2*).
Mejoramiento
del valor
nutricional
• Modificaciones en la composici&oacute;n
. de &aacute;cidos grasos
• Modificaciones en la composici&oacute;n
. de amino&aacute;cidos esenciales
• Modificaciones en la composici&oacute;n
. de az&uacute;cares y almidones
• Producci&oacute;n de vitaminas
• Incremento en la concentraci&oacute;n
. de micronutrientes
Rutas biosint&eacute;ticas de &aacute;cidos grasos
1: ∆4-palmitoil-ACP
desaturasa
acetil-CoA + malonil-CoA
2: β-cetoacil-ACP sintetasa
pl&aacute;stido
3: acil-ACP tioesterasa
3
C8:0
4: ∆9-estearoil-ACP
desaturasa
caprilato
3
C10:0
caprato
3
C12:0
5: oleoil CoA elongasa
laurato
6: ∆12-oleoato desaturasa
3
C14:0
miristato
7: ∆12-oleoato hidrolasa
3
C16:0
palmitato
1
∆4C16:1
∆4C18:1
2
C18:0
4
∆9C18:1
8: ∆15-linolato desaturasa
petroselinato
9: ∆6-linolato desaturasa
3
3
estearato
3
oleato
7
5
6
erucato
CITOPLASMA
linolato
ricinoleato
8
9
α-linolenato
γ-linolenato
Adaptado de: T&ouml;pfer and Martini W. Agricultural Biotechnology, 1998.
Alteraciones porcentuales en el perfil
de &aacute;cidos grasos de Brassica napus
• El aceite producido por Brassica napus posee en un alto contenido de &aacute;cido er&uacute;cico que
no resulta adecuado para uso alimentario.
• Con la inhibici&oacute;n de la expresi&oacute;n de la oleoil-CoA-elongasa se redujo a 0 la cantidad de
&aacute;cido er&uacute;cico, con el consecuente aumento de &aacute;cido oleico. El aceite obtenido resulta
comestible y fue denominado aceite de canola (canadian oil).
8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C22:1
Colza [+ a. er&uacute;cico]
Colza [–a. er&uacute;cico] [Canola]
ClTEg100
ClTEg200
ChTE
UcTE
CtTE
Bc ∆9DES
Bc ∆9DESas
Bn ∆12DES(fad2)as
Bn ∆12DES(fad2)as X IMC 129
ScKAS elong X Canola
3
4
1
17
62
14
22
9
10
50
0
3
7
11
1
2
15
27
50
25
0.7
40
83
88
20
Adaptado de: T&ouml;pfer and Martini. Agricultural Biotechnology, 1998.
ClTEg100 y ClTEg200: genes de acil-[ACP] tioesterasa de Cuphea lanceolata; ChTE: gen de acil-[ACP] tioesterasa de Cuphea hookeriana;
UcTE: gen de acil-[ACP] tioesterasa de Umbellularia californica; CtTE: gen de acil-[ACP] tioesterasa de Carthamus tinctorius; Bc∆9DES: gen
de ∆9 desaturasa de Brassica rapa (campestris); Bc∆9DESas: gen antisentido de ∆9 desaturasa de Brassica rapa; Bn∆12DES(fad2)as: gen
antisentido de ∆12 desaturasa de Brassica napus; Bn∆12DES(fad2)as x IMC129: planta Bn∆12DES(fad2)as cruzada con el mutante IMC129
de colza; ScKAS elong x Canola: gen de la β-cetoacil-[ACP] sintetasa de la elongasa de Somodnsia chinensis cruzada con Canola
Transformaci&oacute;n de Solanum tuberosum con el gen de la
alb&uacute;mina AmA1 de semillas de Amaranthus hypocondriacus
Transformaci&oacute;n de plantas de papa
Con el gen AmA1 de Amaranthus
hypocondriacus. Caracter&iacute;sticas
de los tub&eacute;rculos de plantas transg&eacute;nicas
(derecha) y controles (izquierda).
Composici&oacute;n de amino&aacute;cidos
de tub&eacute;rculos de las plantas
transg&eacute;nicas de papa pSB8G-5 y pSB8-3
en comparaci&oacute;n con la de las plantas
controles no transformadas.
Tomado de: Chakraborty et al., PNAS, 2000.
El histograma muestra la cantidad de veces en que se increment&oacute; el contenido
de cada amino&aacute;cido en las plantas transg&eacute;nicas respecto de los controles.
La ruta de s&iacute;ntesis de β-caroteno fue introducida en arroz
por transformaci&oacute;n con genes heter&oacute;logos
Estrategia:
• El arroz produce geranil-geranil difosfato,
precursor de los β-carotenos, pero carece
de las enzimas correspondientes
a esta ruta biosint&eacute;tica.
• Se sobrexpresaron enzimas que completan
la v&iacute;a biosint&eacute;tica del β-caroteno que no
est&aacute;n presentes en arroz.
• Para producir la provitamina A en arroz,
la planta fue transformada con las
siguientes construcciones:
glutelina
Fitoeno sintetasa
t-nos
CaMV35S
Fitoeno desaturasa
t-nos
CaMV35S
Licopeno ciclasa
t-nos
“Golden Rice”:
producci&oacute;n de
de β-caroteno
en arroz
Control
Control
L&iacute;nea z11b
Transg&eacute;nica
Tomado de: Ye et al., Science, 2000.
Expresi&oacute;n del gen de la ferritina de soja en plantas de arroz
No transg&eacute;nica
Transg&eacute;nica
Distribuci&oacute;n de hierro en semillas de arroz transg&eacute;nico. Se
muestra el contenido de hierro del embri&oacute;n (bandas abiertas) y
del endospermo (barras s&oacute;lidas) de semillas de una l&iacute;nea
transformada (Fk1) y de una l&iacute;nea control (N4)
&micro;g-Fe/10 granos
Impronta inmunol&oacute;gica de tejido de una
semilla de arroz transg&eacute;nico que expresa
cDNA de ferritina de soja. Em: embri&oacute;n; En:
endospermo; SA: capa subaleuronal. El
grano de arroz fue analizado en una
impronta de tejido usando un anticuerpo
policlonal contra ferritina. Los tejidos que
acumulan ferritina de soja est&aacute;n te&ntilde;idos de
marr&oacute;n oscuro
Modificaciones
gen&eacute;ticas
para controlar
la s&iacute;ntesis
del etileno
metionina
S-adenosil metionina
ACC sintasa
&aacute;cido 1-aminociclopropano-1-carbox&iacute;lico
(ACC)
ACC deaminasa
ACC oxidasa
(Pseudomonas spp)
etileno
α-cetobutirato + NH3
Tomado de: Stearns and Glick, Biotechnology Advances, 2003.
Transformaci&oacute;n
de especies
de inter&eacute;s
para controlar
la s&iacute;ntesis
de etileno
A
B
Melones obtenidos
a partir de plantas
transformadas con
el gen antisentido
de la ACC-oxidasa
de manzana (AS1)
y control a los15 d
post-cosecha
A: cortes de melones control
y transg&eacute;nico AS1
B: Aspecto externo de melones
control y transg&eacute;nico AS1
Plantas de clavel
transformadas con
un gen antisentido
de la ACC oxidasa
Planta transg&eacute;nica (izquierda)
Planta control (derecha).
Sobrexpresi&oacute;n de GA 20-oxidasa en &aacute;lamo h&iacute;brido
(Populos tremula x Populus tremuloides)
Crecimiento
acelerado de &aacute;lamo
h&iacute;brido transg&eacute;nico
A: Acumulativos de la
elongaci&oacute;n y del
di&aacute;metro de crecimiento
de los tallos de varias
l&iacute;neas de &aacute;lamo
transg&eacute;nicas que
sobrexpresan la
GA20-oxidasa desde
su generaci&oacute;n en cultivo
de tejido a su
crecimiento en c&aacute;mara
de cr&iacute;a durante 7
semanas B: Plantas
control (izquierda y
transg&eacute;nicas (l&iacute;nea11)
luego de 12 semanas
en la c&aacute;mara de
crecimiento.
Bios&iacute;ntesis de flavonoides
Los flavonoides se clasifican en cinco grupos seg&uacute;n su estructura central (aglicona)
La rosa azul:
una promesa
pendiente
de la
biotecnolog&iacute;a
de plantas
ornamentales
• En los 90, los investigadores de la compa&ntilde;&iacute;a australiana
Florigene clonaron los genes de dos enzimas de petunia
que producen el pigmento azul delfidinidina: la flavonoide
3’5’ hidroxilasa (F3’5’H) y la dihidroflavonol reductasa (DRF).
pH vacuolar alcalino
Delfinidina = azul
pH vacuolar &aacute;cido
Delfinidina = rosa
• Obtuvieron rosas transg&eacute;nicas estables pero las flores no
eran azules debido al pH vacuolar &aacute;cido de la rosa.
• Finalmente, la compa&ntilde;&iacute;a logr&oacute; transformar claveles (Dianthus
carophyllus) obteniendo seis variedades comerciales de
claveles transg&eacute;nicos que van desde el lila hasta el violeta.
Aplicaciones biotecnol&oacute;gicas
Producci&oacute;n de prote&iacute;nas heter&oacute;logas
Agregando
valor
agregado
a la
producci&oacute;n
agr&iacute;cola
• Prote&iacute;nas de inter&eacute;s
farmacol&oacute;gico
• Prote&iacute;nas de inter&eacute;s industrial
• Producci&oacute;n de pol&iacute;meros
biodegradables
• Biocombustibles
La producci&oacute;n
de anticuerpos
en plantas
transg&eacute;nicas
permite
ensamblar
mol&eacute;culas de
Ig complejas
Los genes que codifican los cuatro polip&eacute;ptidos
de las inmunoglobulinas secretorias se acumulan
en una misma planta por cruzamientos sucesivos
entre plantas transg&eacute;nicas individuales
Cadena liviana
(κ)
Cadena J
(J)
X
X
Cadena pesada
(α)
Ig monom&eacute;rica
(Ig)
Ig dim&eacute;rica
(dIg)
X
Componente
Secretorio (SC)
Ig secretoria
(sIg)
Acumulaci&oacute;n
de anticuerpos
secretados en
plantas
transg&eacute;nicas
A: El anticuerpo secretorio
marcado con isotiocianato
de fluoresce&iacute;na
visualizado por
microscop&iacute;a confocal
(canal verde).
B: Autoflorescencia de
clorofila y de lignina de
las paredes celulares
(canal rojo).
C: Visualizaci&oacute;n
simult&aacute;nea de los canales
verde y rojo.
Producci&oacute;n de ant&iacute;genos para inmunizaci&oacute;n
Se han expresado en plantas m&uacute;ltiples ant&iacute;genos y algunos de ellos est&aacute;n
siendo evaluados en ensayos cl&iacute;nicos en humanos. Aunque los primeros
ensayos publicados fueron hechos administrando por v&iacute;a oral tub&eacute;rculos u
hojas de las plantas transformadas, la tendencia actuales utilizar muestras
liofilizadas del tejido vegetal de manera de controlarla dosis ingerida.
Mason et al., Trends in Mol Med. 2002
Gen
Gendel
delpat&oacute;geno
pat&oacute;geno
C&eacute;lula vegetal
Plantas transg&eacute;nicas Cosecha y procesado
Ejemplos de ant&iacute;genos expresados en plantas
Ant&iacute;geno
Sistema
Expresi&oacute;n
LT-B de E. coli
Tabaco
Papa
Ma&iacute;z (semillas)
0,001% PTS
0,2% PTS
10%PTS
Eficacia inmunog&eacute;nica
(v&iacute;a / organismo)
Oral / ratones
Oral / ratones y humanos
Oral / ratones
Pilina A de E. coli
Tabaco
8% PTS
Oral / ratones
Subunidad B de la toxina col&eacute;rica
(CTB)
Papa
Tabaco
Tomate
0.3%PTS
4% PTS
0,4% PTS
Oral/ratones
Ant&iacute;geno de superficie (HBsAg) de
HBV
Tabaco
Papa
Lechuga
0,007% PTS
0,002% PF
0,0000006% PF
Oral / ratones
Oral / ratones
Oral / humanos
Regi&oacute;n hipervariable de la prote&iacute;na de
envoltura 2 de HCV
TMV
(tabaco)
0,04% PTS
Nasal / ratones
Prote&iacute;na de la c&aacute;pside del virus
Norwalk
Tabaco
Papa
0,2% PTS
0,4% PTS
Oral / ratones
Oral / humanos
Hemaglutinina (paperas)
Tabaco
P&eacute;ptidos de la prote&iacute;na G
Prote&iacute;na de fusi&oacute;n del virus
respiratorio sincisial
AMV
Tomate
P&eacute;ptido D2 de la prote&iacute;na FnBP de
uni&oacute;n a fibronectina de S. aureus
Oncoprote&iacute;na E7 de HPV tipo 16
PVX
PVX
AMV y TMV
P&eacute;ptidos de la glicoprote&iacute;na y de la
(tabaco y
nucleoprote&iacute;na del virus de la rabia
espinaca)
PF: peso fresco; PTS: prote&iacute;na total soluble
Oral e Intraperitoneal / ratones
0,006% PF
0,003% PF
Intraperitoneal / ratones
Oral / ratones
0,0003%PF
0,005%PF
0,0004%PF
Subcutanea / ratones
Subcut&aacute;nea / ratones
Subcut&aacute;nea / ratones
0,0005% PF
Intraperitoneal y oral / ratones
Oral / humanos
Adaptado de: Streatfield and Howard, Int. J. of Parasitol., 2003.
Producci&oacute;n
de factor de
crecimiento
epid&eacute;rmico
humano en
plantas
de tabaco
Construcciones usadas para transformar Nicotiana tabacum:
Versiones
citoplasm&aacute;ticas
P 35S CaMV
hEGF
tNOS
P 35S (L) CaMV Ω
hEGF
tNOS p35(L)EGF
hEGF
tNOS p35(L)APEGF
Versi&oacute;n
P 35S (L) CaMV Ω
apopl&aacute;stica
ss
p35EGF
Cuantificaci&oacute;n por ELISA de los niveles
de hEGF expresado en plantas transg&eacute;nicas
104
103
0,11% prote&iacute;na
total soluble
(33 &micro;g/g de hoja)
102
10
1
Tomado de: Wirth et al. Mol.Breed., 2004.
El hEGF producido en tabaco es biol&oacute;gicamente activo
Ensayo de expansi&oacute;n de c&eacute;lulas del
cumulus de ovocitos bovinos
Control
hEGF st10ng
Planta no tranformada
Extracto 35S (L) AP EGF
(10ng por ELISA)
Extracto planta infectada
PVX control
Extracto planta infectada con
PVXAPEGF
Ensayo de uni&oacute;n a radioreceptor
Tomado de: Wirth et al. Mol.Breed., 2004.
Ejemplos de biof&aacute;rmacos expresados en plantas
Prote&iacute;na
Aplicaci&oacute;n/indicaci&oacute;n potencial Planta
Prote&iacute;na C humana (proteasa s&eacute;rica) V&iacute;a de la prote&iacute;na C
Inhibidor de trombina
Hirudina
(anticoagulante)
Eritropoyetina humana
Anemias
Encefalina
Antianalg&eacute;sico por actividad
opi&aacute;cea
Interfer&oacute;n α
Tratamiento de hepatits virales
Seroalb&uacute;mina humana
Cirrosis hep&aacute;tica
Hemoglobina humana
Col&aacute;geno I homotrim&eacute;rico
α -1-antitripsina
Aprotinina bovina
Enzima convertidora de
angiotensina 1 (Ace1)
Sustituto de sangre
Col&aacute;geno
Fibrosis qu&iacute;stica
Inhibidor de tripsina
α -tricosantina
Terapias HIV
Glucocerebrosidasa
Enfermedad de Gaucher&acute;s
Hipertensi&oacute;n
Tabaco
Tabaco
Oleaginosas
Tabaco
Tabaco
Oleaginosas
Berro
Arroz
Nabo
Papa
Tabaco
Tabaco
Tabaco
Arroz
Ma&iacute;z
Tabaco
Tomate
N. benthamiana
Tabaco
Adaptado de: Daniell., et al. Trends in Plant Sci. 2001.
Las nuevas
“olas”
biotecnol&oacute;gicas
• Calidad nutricional mejorada
• Resistencias a estreses h&iacute;dricos y salinos
• Resistencias a altas y bajas temperaturas
• Alteraci&oacute;n de los ritmos de crecimiento
y maduraci&oacute;n
• Alteraci&oacute;n de la morfolog&iacute;a y de la arquitectura
de las plantas
• Utilizaci&oacute;n de cultivos y animales como
biorreactores
• Utilizaci&oacute;n de cultivos para la producci&oacute;n
de biocombustibles


                            

                        
                        
                    

                    
                        
                            
                                Documentos relacionados
                            

                            
                                
                                    
                                        
    
        
            [image: instrucciones: escribe sobre la línea qué tipos de texto son los]
        
    

    
        
            instrucciones: escribe sobre la línea qué tipos de texto son los

        
    




                                    

                                
                                    
                                        
    
        
            [image: Determinación del origen de la carne mediante la detección de]
        
    

    
        
            Determinación del origen de la carne mediante la detección de

        
    




                                    

                                
                            

                        

                    
                


                
                    
                        

                        
                            
                                
                                
                                    
                                    Descargar
                                
                            

							
								
									
										Anuncio
									
									


								

							

                            


							
                            
                            
                                
                                    
                                        Anuncio
                                    
                                    


                                

                            
                        


                        
                    

                

            

        
    
    



    
        
            
                
                    Añadir este documento a la recogida (s)
                

                
                    
                
            

            
                
                    
                        Puede agregar este documento a su colección de estudio (s)
                    

                    
                        
                            
                                Iniciar sesión
                            
                            Disponible sólo para usuarios autorizados
                        
                        
                    
                

                
                    
                        
                            
                                Título
                            
                            
                        

                        
                            
                                Descripción
                                
                                    (Opcional)
                                
                            
                            
                        

                        
                            
                                Visible a
                            
                            
                                
                                    
                                    
                                        Todo el mundo
                                    
                                

                                
                                    
                                    
                                        Solo yo
                                    
                                

                            
                            
                                Сrear colección
                            
                        

                    

                

            

        

    





    
        
            
                
                    Añadir a este documento guardado
                

                
                    
                
            

            
                
                    Puede agregar este documento a su lista guardada
                

                
                    Iniciar sesión
                
                Disponible sólo para usuarios autorizados
            

        

    




                

            

            
        
    





    
        
            
                
                    
                        
                            
                                Productos
                            

                            
                                
                                    Documentos
                                
                                
                                    
                                        Fichas
                                    
                                
                                
                                

                                
                                
                                    


                                
                            
                        

                    


                    
                        
                            
                                Apoyo
                            

                            
                                
                                    Demanda
                                
                                
                                    Socios
                                
                            
                        

                    

                


                
                    
                        © 2013 - 2024 studylib.es todas las demás marcas comerciales y derechos de autor son propiedad de sus respectivos dueños
                    


                    
                        
                            GDPR
                        
                    
                        
                            Privacidad
                        
                    
                        
                            Términos
                        
                    
                

            


            
                
                    
                        Hacer una sugerencia
                    

                    ¿Encontró errores en la interfaz o en los textos? ¿O sabes cómo mejorar StudyLib UI? Siéntase libre de enviar sugerencias. ¡Es muy importante para nosotros!

                    
                        Añadir comentarios
                    
                

            

        

    




    
        
            
                 

                
                    
                
            

            
                
                    Sugiéranos cómo mejorar StudyLib
                


                
                    (Para quejas, use
                    
                        otra forma
                    )
                


                
                    
                    
                        
                    

                    
                        
                            
                                Tu correo electrónico
                            
                            
                                Ingrese si desea recibir respuesta
                            

                            
                        

                        
                            
                                Nos califica
                            

                            
                                
                                1
                            

                            
                                
                                2
                            

                            
                                
                                3
                            

                            
                                
                                4
                            

                            
                                
                                5
                            

                        

                    


                    
                        
                            Cancelar
                        
                        
                            Enviar
                        
                    

                

            

        

    






















    





[image: ]










