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RESUMEN

La papaya (Carica papaya L.), es severamente afectada por el Virus de la Mancha Anular, el cual pertenece al grupo
de los potivirus de plantas. Una reciente estrategia para el control de esta enfermedad, es la transformacién con
genes que codifican para inhibidores de proteinasas del tipo cisteinico. ElI gen de la orizacistatina de arroz que
codifica para una cistatina, fue insertado en el vector binario pCAMBIA 3300, para la transformacion genética de
embriones somaticos de papaya var. Maradol roja, mediada por pistola de genes. La integracion del gen fue
confirmada mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con el empleo de oligonucleétidos disefiados a partir
de la secuencia del gen bar. De un total de 80 lineas transgénicas in vitro de papaya 40 amplificaron un fragmento
de 402 pares de bases que se corresponde con el tamafio esperado.
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ABSTRACT

Papaya (Carica papaya L.), is severely affected by Papaya Ringspot virus, which belongs to plant potyvirus group. A
recent strategy for pest control produced by this virus is the transformation with genes encoding cysteine proteinase
inhibitors. Rice oryzacistatin gene encoding for cystatins, was inserted in a pCAMBIA binary vector, for genetic
transformation of papaya somatic embryos var. Maradol roja, mediated by gene gun. Gene integration was confirmed
by means of polimerase chain reaction using the primers designed from gene bar sequence. Forty out of eighty in

vitro transgenic papaya lines amplified a 402 fragment which correspond to the expecting size.
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INTRODUCCION

Los potivirus constituyen el mayor y mas importante
grupo de virus de plantas transmitidos por afidos y dentro
del cual el Virus de la Mancha Anular de la papaya
(PRSV, de sus siglas en inglés Papaya Ringspot Virus),
causa las mayores afectaciones en el cultivo de la
papaya (Carica papayaL.) (Gonsalves, 1998). Un método
alternativo para su control resulta la utilizacion de las
técnicas de transformacién genética de plantas, a través
de latransferencia y expresion de un determinado gen
(Dasgupta et al., 2003). Ciertos niveles de resistencia
han sido logrados mediante la transformacion con genes
de resistencia virales naturales o con &cido ribonucleico
(ARN) sentido o antisentido, correspondiente a
segmentos del genoma viral (Waterhouse et al., 1998).

El genoma del PRSV, codifica para una poliproteina
que es procesada proteoliticamente, por la accion
fundamental de tres proteasas codificadas por el virus.
De ellas la proteasa amino terminal P1 y el componente
de ayuda (HC-Pro, de sus siglas en inglés Helper
Component Protease), derivan de la region amino
terminal de la poliproteina y son autocataliticamente
escindidas en su extremo carboxilo terminal y

especificamente esta ultima es del tipo cisteinico.
Estas proteinas estan involucradas en otras funciones
dentro del ciclo de replicacion del virus o en su
movimiento intercelular. La tercera proteasa es la de
inclusion nuclear (Nla, de sus siglas en inglés Nuclear
Inclusion Protease), que al igual que HC-Pro es una
proteasa cisteina-tripsina, responsable del corte de la
proteina en cinco locaciones diferentes, caracterizadas
por secuencias muy conservadas (Kang et al., 2001).
Un paso esencial para la replicacion de los potivirus,
es la actividad de estas proteasas del tipo cisteinico,
por lo que la inhibicidn de la accién de la proteina podria
interrumpir el proceso de replicacion de virus. Plantas
transgénicas modificadas con genes de cistatinas han
resultado promisorias en el control de insectos, hongos
y virus fitopatégenos (Cipriani et al., 1999).

Las cistatinas han sido estudiadas principalmente en
células animales, aunque también se han encontrado
en varias partes en las plantas: como en semillas,
tubérculos y frutos maduros. En plantas se le confieren
dos funciones fundamentales, una en la regulacién del
desdoblamiento de las proteinas y la otra en la
resistencia contra insectos y otros patdgenos. Se ha
demostrado que inhiben las proteinasas digestivas del



226

tipo cisteinico del intestino en insectos y por lo tanto
poseen actividad insecticida (Gutiérrez-Campos et al.,
1999).

Plantas transgénicas de tabaco y papa que expresaban
el gen de la orizacistatina |, mostraron correlacion entre
los niveles de expresion de la proteina y la resistencia
al Virus del Grabado del tabaco (TEV, de sus siglas en
inglés Tobacco Etch Virus) y al virus Y de la papa
(PVY, de sus siglas en inglés Potato Virus Y)
respectivamente (Gutiérrez-Campos et al., 1999).

El objetivo de este trabajo fue la obtencién de plantas
transgénicas de papaya con el gen de la orizacistatina
de arroz (Oryza sativa), lo que constituye un método
alternativo, novedoso y especifico, el cual no ha sido
referido con anterioridad, para el control de la infeccién
por el Virus de la Mancha Anular de la papaya.

MATERIALES Y METODOS

Estrategia para la construccion del plasmido
binario

Al fragmento del gen de la orizacistatina de arroz
proveniente del plasmido pKYLX80, previamente digerido
con Xho | y Xba | (New England Biolabs, USA), se le
rellenaron sus extremos mediante la accion de laADN
polimerasa, fragmento mayor. Se transfirié al sitio Sma
| del vector plasmidico intermediario pBPFW8 (Centro
de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), Cuba),
bajo el control del promotor 35S del Virus del Mosaico
de la Coliflor (CaMV, de sus siglas en inglés Cauliflower
Mosaic Virus). La orientacion del casete en el plasmidio
se comprobo por digestion enzimatica con las enzimas
BamH I-Kpn |, Hind lll y Sall. El plasmidio obtenido fue
digerido con la enzima Sph | y el producto fue clonado
en el sitio Sma | del plasmidio pCAMBIA 3300
(CAMBIA, 1997), obteniéndose la construccion final
pCAMBIA-ory. La orientacion del fragmento clonado
se obtuvo por el analisis con las enzimas, EcoR |, Kpn
I, Sall, Xba l.

Los fragmentos de acido desoxirribonucleico (ADN) se
purificaron con el kit DNA and Gel Band Purification
(Amersham Life Science, UK) y la visualizacion del
ADN se realizo en gel de agarosa al 0.8 % y tefido
con bromuro de etidio (0.51 g.ml™).

Proceso de transformacion

Se emplearon como material vegetal de partida
embriones somaticos de papaya var. Maradol roja,
obtenidos a partir de embriones cigoticos inmaduros,
siguiendo la metodologia propuesta por Posada (1995).

La transformacion genética se realizo por biobalistica,
con el empleo de una pistola de genes de baja presion
de argén como gas propulsor (CINVESTAYV, 2000),
modificando la presién del disparo a 140 psi y la
distancia de disparo a 9cm segun lo descrito por Mas

etal. (2002). Los embriones fueron disparados con el
plasmidio binario pCAMBIA-ory (que porta el gen de la
orizacistatina). Para la preparacion de las particulas
de tungsteno se siguio el protocolo descrito por Sanford
etal. (1992). Los embriones disparados se colocaron
para su seleccion, pasados los diez dias, en medio de
cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado
con 10mg.I"" de BASTA® comercial (AgrEvo, GMBH,
Alemania). Después de dos subcultivos de treinta dias
cada uno, se colocaron en un medio de cultivo para la
germinacion de embriones somaticos, en el que
permanecieron por igual periodo de tiempo, a partir del
cual se separaron por lineas y luego se colocaron en
medio de cultivo de propagacién de papaya (Posada,
1995).

Analisis molecular de las plantas
Extraccion de ADN total

EI ADN total fue extraido a partir de 100mg de tejido
foliar, proveniente de cada una de las plantas in vitro de
papaya, segun el protocolo descrito por Dellaporta et
al. (1983) modificado. Cada muestra fue tratada con
10mg.ml'de RNasa (Boehringer Mannheim) durante
una hora, antes de su cuantificacion espectrofotométrica
en el GeneQuantpro (Amersham Pharmacia Biotech).
La integridad fue visualizada en gel de agarosa 0.8 %y
tefiido con bromuro de etidio 0.51 g.ml".

Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la realizacion del PCR se emplearon 10ng de ADN
total, libre de acido ribonucleico (ARN), purificado a
partir de plantas in vitro de papaya transformadas. Se
utilizaron los oligonucleétidos bar 5" (5 CGAGAC AAG
CACGGTCAACTTC3)ybar3 (5" GAAACC CAC
GTCATG CCAGTTC 3"), disefiados para amplificar un
fragmento de 402 pares de bases (pb) del gen que
confiere resistencia a fosfinotricina. Las condiciones
utilizadas para el PCR fueron: desnaturalizacion inicial
a 94 °C por 4min, seguida de 35 ciclos con
desnaturalizacion a 95 °C por 1min, complementacion
a 62 °C por 1min y extension a 72 °C por 90s, con una
extension final a 72 °C por 7min.

El producto de la amplificacion fue visualizado en un
gel de agarosa 0.8 % y tefiido con bromuro de etidio
0.51 g.ml". Las amplificaciones se realizaron en una
maquina de PCR eppendorf Mastercycler ® personal
(Germany).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estrategia para la construccion del plasmido
binario

Se obtuvo la construccion plasmidica pBPFU8-ory (5.0
kb), que porta el fragmento de 643 pb correspondiente
al gen de la orizacistatina de arroz (plasmidios
recombinantes 1, 7 y 9). Como resultado del analisis



de restriccion se concluyo, que el gen quedé orientado
en el mismo sentido con respecto al promotor 35Sy
el terminador en cada plasmidio (Figura 1). De la
insercion de la construccion quimérica en el vector
pCAMBIA 3300, se obtuvieron los plasmidios
recombinantes pCAMBIA-ory 13 y 22, donde la
ubicacién del casete de expresion del gen de la
orizacistatina esta en el sentido del promotory del gen
de la fosfinotricina en pCAMBIA-ory 22 y contrario en
pCAMBIA-ory 13, segun el analisis realizado por
restriccion enzimatica (Figura 2). Los tamafos de los
fragmentos de ADN obtenidos después de cada
digestion enzimatica, se correspondieron con los
esperados a partir del estudio previo de las secuencias
nucleotidicas empleadas. El plasmidio pCAMBIA-ory
22 fue seleccionado para el proceso de transformacion.
La estrategia seguida para la construccion del vector
binario, permitio la ubicacion correcta del gen en relacion
con las secuencias regulatorias, lo que garantizara la
eficaz expresion de la proteina en la planta.

Proceso de transformacioén

El protocolo de transformacion desarrollado permitio
la obtencion de ochenta lineas de plantas in vitro de
papaya. La optimizacion del mismo fue realizada por
Mas et al. (2000) y utilizado con éxito en este cultivo
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para la transformacion con otros genes de interés
(Pons, 2001). En este caso la utilizacién del BASTA®
como marcador de seleccion, resultd ser adecuada
para la identificacion de las plantas transformadas,
aun cuando existio cierto escape durante el proceso.

Analisis molecular de las plantas

Fueron confirmadas por PCR 40 lineas de plantas
transgénicas de un total de 80, con los
oligonucleodtidos disefiados a partir de la secuencia
del gen bar, que codifica para la fosfinotricina
acetiltransferasa. Como resultado de la amplificacion
por PCR se observo un producto de 402 pares de
bases, lo cual se corresponde con el tamafio esperado
(Figura 3). EI PCR, es una de las técnicas
moleculares que permite hacer un primer chequeo
de la eficiencia de la integracion de genes foraneos
en el genoma de plantas transformadas y ha sido
utilizada ampliamente con este fin en todos los
trabajos de transformacion genética realizados. Las
lineas de plantas positivas resultantes de este
analisis, han sido mantenidas in vitro para la
realizacion de ensayos de Southern blot, actividad
enzimatica, validar lo obtenido por PCR, asi como
conocer el numero de inserciones y la funcionalidad
del gen de la orizacistatina de arroz respectivamente.

10 11

Figura 1. Analisis por‘restriccién enzimatica de la orientacion del gen de la orizacistatina de arroz en los plasmidips
recombinantes pBPFUB8-ory 1, 7 y 9. Gel de agarosa al 0.8 % tefiido con bromuro de etidio. 1) I-Hind I, 2) pBPFU8
digerido Pst I, 3-5) digestion BamH I-Kpn |, 6-8) digestion Hind Ill, 9-11) digestion Sal I.
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Figura 2. Analisis por restriccion enzimatica de la orientacion del gen de la orizacistatina de arroz en los plasmidios
recombinantes pCAMBIA-ory 13 y 22. Gel de agarosa al 0.8 % tefiido con bromuro de etidio. 1) I-Hind 111, 2-3) digestion
EcoR |, 4-5) digestion Kpn |, 6-7) digestiéon Sal |, 9-10) digestion Xba .
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Figura 3. Analisis por PCR de ADN total aislado a partir de plantas de papaya supuestamente transgénicas. Gel de
agarosa 0.8 % tefiido con bromuro de etidio. 1-11) ADN de plantas de papaya, 12) Fast Ruler DNA ladder Low range.
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