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Superiores de Ecatepec (TESE); su publicacion es cuatrimestral, el objetivo principal es
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a Quimica, la Biologia y la Bioguimica, se perfilan para ser las ciencias
sobre las que la humanidad fincara sus esperanzas para encontrar la
solucién a muchos de los grandes problemas que la aguejan, como
son el hambre, las enfermedades y la contaminacion del ambiente.

Los medios de comunicacion dan cuenta de la necesidad de intervenir en los
procesos de desarrollo de los cultivos para generar alimentos mas resistentes,
abundantes y accesibles para todos. De igual forma, muestran los embates de
agentes nocivos como los virus causantes de la influenza (AHIN1), el de SIDA, o
el Ebola, este Ultimo sumamente agresivo y mortal, dado que auln no existe un
tratamiento que lo controle. Y ni qué decir de la batalla, que por momentos se
antoja perdida, para evitar, mitigar o remediar los efectos de la gran cantidad
de sustancias y elementos con los que contaminamos el aire, el agua y el suelo.

Podemos congratularnos por los significativos avances que hemos alcanzado
en el conocimiento de estas materias, pero ante la dimensiéon de los problemas,
también en claro lo mucho que falta por recorrer, sobre todo cuando al estudio
de dichas ciencias agregamos un factor que quizad otras no conciban como
un agravante: la variabilidad, resultado de la accién directa e indirecta de las
condiciones de vida y del uso o desuso; el ejemplo mas claro de ello lo tenemos
en la mutacidn de virus y bacterias, cuyos cambios inadvertidos en muchas
ocasiones por los hombres de ciencia, convierten en obsoletos o inocuos los
medicamentos que en su momento fueron la panacea contra determinadas
enfermedades.

Las condiciones variables también las encontramos en el medio ambiente,
pues ya sea por fendmenos naturales o a causa de la actividad humana, como
un derrame de hidrocarburos, tan sélo como un ejemplo, el agua, el suelo y
los seres que los habitan sufren alteraciones que, dependiendo del grado de
afectacion puede llevar a consecuencias devastadoras, por lo que nuevamente
se hace necesario investigar, analizar y ensayar acciones que en lo deseable,
puedan revertir dichos dafos.

Lo mismo ocurre en materia de alimentos donde, igualmente como ejemplo,
aun no existe un consenso fundamentado sobre la conveniencia o viabilidad
de los alimentos genéticamente modificados o transgénicos como salida para
combatir el hambre en el mundo.

Es agui donde ante semejantes desafios, las instituciones de educacion superior
juegan un papel esencial en el desarrollo de conocimientos derivados de la
investigacion, la experimentaciony, en general, de la aplicacidn de metodologias
y técnicas innovadoras, que permitan ir dando solucién a ese cumulo de
complejos problemas.

No obstante, la clave de ello estd en la actitud que asuman los jovenes
cientificos, pues tienen frente a si, el reto de construir una guimica, una biologia
0 una bioguimica, que no busque someter a la Naturaleza, sino que procure
una coexistencia pacifica y responsable, donde los conocimientos cientificos
sustituyan el azar, la cooperacion reemplace la destructiva competenciay que,
ante todo, respete el derecho a la vida de todos los seres que coexistimos en
este Planeta.
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Resumen

no de los objetivos de la enseflanza de la Quimica, es
analizar las reacciones de elementos y compuestos;
pero cuando se ponen en contacto dos sustancias,
no siempre hay una reaccion, por lo que es pertinente plantearse
y responder preguntas como las siguientes: écudndo reaccionan dos

sustancias?, équé resultados se obtienen al reaccionar dos sustancias?,
ccémo determinar los resultados de una reaccién?, écodmo saber cudndo es
posible que reaccionen dos sustancias?

Los estudiantes deben aprender a dar respuesta a éstas y otras preguntas
semejantes. Una forma de contestar interrogantes de este tipo, implica
analizar las caracteristicas de los elementos que constituyen las sustancias
gue se ponen en contacto, utilizar los conceptos de ion, &tomo y molécula,
aplicar leyes y propiedades derivadas de la quimica. Por ejemplo, la ley de la
conservacion de la materia, la ley de las proporciones multiples, el modelo
atémico, entre otras. Analizar los reactivos (sustancias que se ponen a
reaccionar) y los productos (los resultados de la reaccién), lleva a considerar
lo que se denomina el “balanceo de reacciones quimicas” (Brown, 2004).
Este andlisis descansa en la ley de conservacion de la materia y en la de
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las proporciones multiples y definidas. Una de sus consecuencias se puede
expresar asi: “la cantidad de materia que reacciona debe ser igual a la cantidad
de materia que resulta” (Garritz y Chamizo, 1994); por tanto, el niUmero de
atomos de los elementos que reaccionan debe ser igual al nUmero de dtomos
gue aparecen en las sustancias resultantes. Balancear una reaccién quimica es
un proceso que puede realizarse de varias formas. El método del tanteo, Redox
y el uso de los Sistemas de Ecuaciones Lineales (SEL) son los mas utilizados.
Para ello se debe tener en cuenta que algunas mezclas de reactivos quimicos
nos pueden dar mas de dos productos y esto dificulta utilizar el método de
tanteo, por lo que es necesario usar los SEL para representar relaciones entre
las cantidades de elementos en los
reactivos y en los productos.

Introduccion

Uno de los objetivos de todo sistema
educativo es que los estudiantes
desarrollen conocimientos y
habilidades en el aula, que mas
tarde puedan aplicar en un contexto
laboral, esto es, que ellos transfieran
|lo aprendido en el aula a situaciones
gue se les presenten en la vida real.

Sin embargo, propiciar que los
alumnos desarrollen e integren
conocimientos en disciplinas como la
fisica, quimica, biologia y matematicas
(como en otras areas), no es facil. Los
maestros deben disefar y aplicar
estrategias de enseflanza adecuadas,
de manera que en cada actividad los
estudiantes aprendan e incorporen
otras caracteristicas esenciales de
los conceptos y de sus relaciones,
ademas de ejercitar habilidades para
utilizarlos.

Este trabajo expone el proceso
de diseffio y planeacidn que se
siguid para elaborar una secuencia
de instruccidén, cuyo objetivo es
desarrollar la habilidad de los
estudiantes para usar los SEL en el
balanceo de ecuaciones quimicas.

Dicha secuencia de instruccidon
pretende integrar los conocimientos quimicos y los matematicos sobre los
SEL, a fin de que el educando analice y verifique las condiciones para que
una reaccion quimica pueda ser balanceada, o permita decidir la posibilidad
de que la reaccidn se lleve a cabo o no.

En el presente estudio se aplicaron conceptos que han sido desarrollados
dentro de las perspectivas Modelo-Modelacidon sobre aprendizaje de las
matematicas (Lesh & Doer, 2003). También se tomaron aspectos sobre la
Trayectoria Hipotética de Aprendizaje (THA) de Simon (2004), y el Proceso de
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Analisis Didactico, Gomez (2012) para el disefio instruccional. A continuacion
se describen estas aportaciones.

Metodologia
Criterios para el diseio de la secuencia

Los criterios para el disefio de la secuencia se derivaron de un analisis
didactico (Gédmez, 2012) partiendo de los objetivos asociados a esta unidad,
considerando los conceptos y procesos quimicos y matematicos asociados
a ellos.

El analisis del contenido (Gémez, 2012) nos llevd a considerar los
conceptos y leyes de la quimica que estan asociados con el
balanceo de reacciones quimicas, por un ladoy, por otro, los
conocimientos y conceptos asociados con la resolucion

de los SEL. Asi, los educandos deben interpretar la
reaccion quimica, es decir, aplicar los conceptos
basicos de dtomo, molécula, ion, tabla periddica

y propiedades de las reacciones quimicas.

Inicialmente deben conocer cémo
balancear una reaccién quimica con el
método de tanteo y al observar el grado

de complejidad de dicha reaccidn,
proceder a balancear la reacciéon quimica,
utilizando los SEL. Las actividades
deberan partir de reacciones quimicas

gue utilicen los SEL, con pocas incégnitas

y ecuaciones (2x2, 2x3, 3x2, 3x3, etcétera)

e ir incrementando su complejidad, para

qgue el alumno pueda distinguir cuando
existe una reaccién quimica con los SEL
nxm, de n ecuaciones con m incognitas, e ir
desde las reacciones quimicas mas sencillas
hasta las mas complejas. Deberan entonces
analizar correctamente si la reaccion quimica
formard mas de un producto y con esas caracteristicas;
al disefar los SEL, podran determinar si existe solucion,

si tienen infinidad de soluciones o no existe solucién alguna.

A partir del Analisis Cognitivo (Gédmez, 2012) se considera gque la secuencia
de actividades debe propiciar que el estudiante recuerde y aplique las
definiciones de datomo, molécula e ion. Por ello se planted que en las primeras
actividades, el estudiante identifique los atomos y moléculas de una reaccion
quimica. Posteriormente, que efectue el conteo de dtomos en los reactivos y
la cantidad de atomos en los productos, con el fin de mantener balanceada la
reaccion quimica, como lo establece la Ley de la conservacidon de la materia.
En ese momento se pedira a los estudiantes que investiguen y recuerden los
métodos para resolver un SEL. A continuacion, las actividades deben propiciar
que los estudiantes utilicen los SEL para balancear las reacciones quimicas.
También en estas ultimas actividades, las reacciones quimicas deben llevar
un SEL que tenga solucién uUnica, otro que tenga infinidad de soluciones y
uno Mas que no tenga solucidén.

Para el Analisis de Instruccion, se derivd un conjunto de criterios que guiaran
al analisis, disefio y selecciéon de actividades:
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a) Las actividades iniciales deberdn mostrar al estudiante los principios
clave utilizados para balancear la reaccién quimica y establecer los
SEL asociados con ese proceso. De igual forma, deberan conocer
primeramente cémo balancear una reaccion quimica con el método de
tanteo y al conocer el grado de complejidad de dicha reaccién, habran
de establecer los SEL para su solucion.

b) Una vez que ya han estudiado los SEL, estaran en condiciones de resolver
los SEL nxm con el uso de cualquier método de solucioén.

c) Las actividades deberan partir de reacciones quimicas que utilicen SEL
con pocas incognitas y ecuaciones (2x2, 2x3, 3x2, 3x3, etcétera) e irlas
incrementando en su grado de dificultad.

El Analisis de Actuacion (Gémez, 2012) implica analizar los trabajos realizados
por los estudiantes. Se evalldan los resultados obtenidos respecto a los
conocimientos desarrollados en las diferentes actividades y tareas, observando
el nivel de desempefio y su evolucidn, y se identifican las dificultades que
tuvieron durante el aprendizaje de los conceptos involucrados.

Actividades de la Secuencia Didactica

La secuencia constd de cinco actividades. Cada una se desarrollé durante
dos horas en el aula. Se aplicd a un grupo de 20 alumnos del tercer semestre
de la carrera de Ingenieria Ambiental de la Division de Ciencias e Ingenieria
de la Universidad de Quintana Roo, que tomaron la asignatura de Quimica
Analitica, en el ciclo de otofio del 2013.

Descripcion de la Secuencia Didactica
La secuencia contiene el siguiente conjunto de problemas:

Actividad 1. De manera individual los alumnos comenzaron a identificar las
moléculas, dtomos e iones en una reaccidén quimica para tener el conocimiento
de qué y cuéles son los numeros del coeficiente, subindice y superindice,
encontrados en la reaccidn y que intervienen en el balanceo de la ecuaciéon
quimica.

También en esta actividad, el propdsito fue identificar el nivel de comprension
de los conceptos basicos de quimica que estan relacionados con el balanceo
de reacciones, e identificar también su nivel de comprensidn y manejo de los
conceptos y métodos para resolver Sistemas de Ecuaciones Lineales (SEL).
Por ejemplo:

1la Cr,0* + SO + H,0

v

v

11n  2H",SO", + 3 AIF*(OH"),

Actividad 2. El objetivo fue determinar el nivel de conocimientos de los
estudiantes sobre la reaccidn quimica, utilizando conceptos de la actividad
anterior. Agui analizaron la reaccién de las moléculas de los reactivos y
la formacidn de moléculas, iones y/o atomos en los productos. Cuando
reaccionan sustancias, es necesario contar y comparar el niumero de dtomos
de los reactivos y de los formados en los productos. Por ello, es necesario
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verificar que se cumpla la Ley de la Conservacion de la Materia, pues la
cantidad de materia de los reactivos debe ser la misma que se forma en los
productos. Por ejemplo:

2la 2H*,SO2, + 3AI*(OH"), = AI**(SO2)), + 2H',07?
2.l.e HCI+CasO, = quéforma?

Actividad 3. Su propdsito fue determinar el nivel de conocimientos de
los estudiantes sobre la composicidon definida de un compuesto. En esta
actividad se describe la Ley de Composicidon Definida, y describe cuando un
compuesto contiene siempre los mismos elementos en la misma proporcion
de masas. Cuando dos elementos se combinan para generar un determinado
compuesto, lo hacen siempre en la misma relacion de masas. Se debe conocer
las propiedades de la reaccion, cudndo se formardn compuestos con moléculas
diatémicas y cuando con moléculas no biatémicas. Por ejemplo:

N|=

3.1la H',02= OH + H* formaiones

HO = H, + O, forma molécula diatémica

Actividad 4. La intencién de esta actividad fue conocer la Ley de las
Proporciones Multiples, el nivel de conocimiento de los estudiantes sobre los
conceptos de reaccion de moléculas y la capacidad para identificar la reaccion
guimica de acuerdo con las propiedades particulares de cada expresion
quimica. Por ejemplo:

4.a x NaCl + y K,;SO, zNa,(sO,) + wKcl
4.1.e xCHO + yO, z +w

Actividad 5. El propdsito de esta actividad fue la aplicacion del nivel de
conocimientos adquiridos por los estudiantes respecto a los conceptos
anteriores y la capacidad para resolver cualquier expresion quimica propuesta.
El conjunto de problemas que se presenta en esta actividad, les permite
realizar la reaccidn quimica y el balanceo adecuado, usando el planteamiento
de un sistema de ecuaciones lineales (SEL). Por ejemplo:

5..a A NaCl+ B KCI+ CH,SO, D Na,(SO,) + E K,(SO,) + F HCI
X + y z + w

a b

Resultados

Las actividades de instruccidon se presentaron en cinco sesiones,
involucrando varias preguntas sobre el tema del balanceo estequiométrico
en las reacciones quimicas y la utilizacion de los SEL para su solucién. Con
base en los datos generados en la metodologia, presentamos los siguientes
resultados:
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En el ejercicio 1.1.a de la primera actividad, solamente tres alumnos de 20
(3/20) contestaron correctamente, e identificaron las moléculas presentes
gue se sefalaron en esta sesidn. Los 17 alumnos que tuvieron dificultades
para ello, se debid a que confundieron los iones complejos con las moléculas.

Quienes identificaron las moléculas tenian bien cimentado el conocimiento de
los conceptos, sabian que las cargas de cada elemento constitutivo de cada
expresion debia estar cargado y que cada uno de los dtomos se encontraba
con cargas neutralizadas, para poder definirlo como molécula. En el caso
11.b y 1.1.c, 10 de 20 alumnos contestaron correctamente; aqui fue mas facil
identificar las estructuras quimicas, ya que en estos ejercicios las especies
guimicas fueron moléculas, y observaron gue no existian cargas totales
positivas o negativas como sucedid en el ejercicio 1.1.a.

Cuando se discutid la actividad 1, los 13 alumnos que contestaron
incorrectamente se percataron que debian balancear las cargas de las especies
sefaladas en el inciso 1.1.m. Cuando intercambiaron opiniones, se dieron cuenta
que los indices de cada especie son muy importantes para saber si se trataba
de una molécula, un atomo o ion.

Conforme fueron realizando los ejercicios de la actividad 1, desarrollaron sus
conocimientos y entendieron los conceptos basicos de la quimica, tales como:
qué es un ion, un atomo y una molécula, guidndose con la tabla periddica.

En la actividad 2, para el inciso 2.1.a, nueve de 20 alumnos identificaron
las expresiones propuestas; percibieron que existia un desequilibrio o no
balanceo estequiométrico de los reactivos iniciales con respecto a los
productos finales. Cuando percibieron dicho desequilibrio, procedieron al
conteo de los atomos componentes de cada molécula existente, tanto en
los reactivos como en los productos, y encontraron que no eran las mismas
cantidades de dtomos, debido a lo cual supusieron que ponderalmente no
se cumplia con la Ley de la Conservacion de la Materia. Entonces analizaron
si las especies reaccionantes eran moléculas o iones.

Asimismo, nueve de 20 alumnos observaron que las expresiones presentaban
superindices y subindices, comentando que éstos definian si las expresiones
eran moléculas, iones o atomos, quedando mas claros los conceptos de estas
expresiones.

Para el inciso 2.1.e, 11 de 20 alumnos pudieron efectuar
la reaccion correspondiente, e inclusive verificaron
la cantidad de moléculas existentes en los reactivos
y los productos; también corroboraron la cantidad
de atomos e iones presentes en la reaccidn quimica
y lograron efectuar la reacciéon correspondiente con

% g‘“ N el respectivo balanceo de los componentes de los
® @ reactivos y de los productos; ademas, verificaron
[/ \i ‘-. .II las cantidades de masa de cada componente de la

/) reaccion y con ello la comprobaron lo sefalado por
¢ N = la Ley de la Conservacion de las Masas.
. o .
...NiLI."ZZII;JE_'J-F'II'_':- En la actividad 3, respecto a los ejercicios del inciso

3.1.a, 12 de 20 alumnos contestaron correctamente,
argumentando que algunas moléculas se pudieron
ionizar, y que ademas de ello, algunas moléculas se
pudieron disociar, como ocurridé con la formacion
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de moléculas diatdmicas referida
en el problema 1. A pesar de no ser
una actividad dificil, igual numero
de alumnos no tenia claro que las
moléculas pueden formar productos
ionizables o productos disociables.

Con la actividad 4, en el inciso 4.1.a, 13
de 20 alumnos verificaron la Ley de
las Proporciones Multiples, al actuar
los reactivos y obtener productos,
confirmando la presencia de
compuestos quimicos en el reactivoy
su reaccion para formar los productos
correspondientes.

Para los problemas del inciso 4.1.e,
ocho de 20 alumnos contestaron
correctamente, aungue el grado de
complejidad fue mayor; parala mayoria
de los alumnos fue complicado, en
razén de que debian conocer el tipo de
especies guimicas que se combinany
gue pudieran formar. Para resolver el
balanceo de las reacciones quimicas,
efectuaron un SEL y obtuvieron los
valores de las variables mediante
los siguientes métodos: eliminacion,
sustitucidon, e igualacién, apoyandose con el programa Excel, y también
aplicaron el método de matrices de Gauss Jordan. (Ver anexo Gauss Jordan).

Para la actividad 5, en los problemas se utilizaron dos o mas reactivos para
formar productos mas complejos, lo cual requirié poseer los conocimientos
conceptuales y la comprensidon de las cuatro sesiones anteriores. Para
balancear una reaccidon quimica, primero requirieron utilizar un SEL v,
posteriormente, un segundo SEL les ayudd a conocer las cantidades de
substancias que pueden mezclarse. En el inciso 5.1.a, 13 de 20 los alumnos
pudieron resolver esa actividad, y para siete de 20 fue dificil el razonamiento
realizado. Aqui primeramente balancearon la reaccién quimica de manera
correcta y obtuvieron los valores A, B, C, D, E, utilizando varios métodos que
implicaron los SEL, y observaron que era un sistema 6x6. También, se disefid
un segundo SEL que implicd el analisis estequiométrico de la reaccidon quimica,
en el cual propusieron que (x +y) =a, y que (z + w) = b. Con este criterio,
establecieron un sistema de ecuaciones lineales y fundamentaron que tenia
muchas soluciones, donde las variables x, vy, z, w, son las masas que pudieran
ser mezclables estequiométricamente para mantener su equilibrio quimico.

Conclusiones

En general, la mitad del grupo de Quimica Analitica (10/20) pudo experimentar
resultados satisfactorios con las actividades de la Secuencia Didactica. Se
observd que los alumnos retomaron los conceptos quimicos y matematicos,
y cuando ya tenian todo el conocimiento, se dieron cuenta que lo podian
aplicar a diferentes situaciones, por lo que comenzaron a experimentar con
otros problemas hasta obtener la solucién a la que se pretendia llegar, como los
balanceos de reacciones quimicas y las mezclas de compuestos quimicos.

Investigacién -

Ciencia -

Tecnologia -

Cultura



Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec

Se observd que progresivamente
fueron adquiriendo conocimientos a
partir de cada actividad desarrollada,
mejorando su aprendizaje. En esta
ultima actividad, fue posible comprobar
gue los alumnos primeramente
observaron, analizaron, razonaron,
preguntaron, debatieron y entendieron,
para finalmente llegar a una conclusion,
luego de discutir sus resultados.
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Resumen

En este trabajo, se presentan resultados sobre el estudio de la expresion
heterdloga de la proteina hormona del crecimiento humano (hGH1) por cultivos
de raices transformadas de broécoli. La identificacion de la hGH1 expresada
heterélogamente se logrd por analisis de Western Blot, que permitié observar la
proteina como una sola banda en la autorradiografia, sugiriendo su integridad.
Por otro lado, la determinacion de su huella peptidica por espectrometria de
masas MALDI-TOF se realizo a partir de los péptidos resultantes de la digestion

g triptica de la hGH1 heterdloga, que hizo factible la identificacion de algunos
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Introduccion

La creciente necesidad de moléculas con actividad terapéutica y de diagnostico,
especialmente proteinas o péptidos de distinta complejidad, ha fomentado
el desarrollo de estrategias de obtencidn utilizando sistemas de expresion
heterdloga. Los organismos que se han utilizado con este fin comprenden
microorganismos, insectos, animales y plantas, incluyendo el cultivo de sus
células, tejidos y érganos [1]. Evidentemente la actividad bioldgica de una
proteina heterdéloga depende de su parecido con la nativa, por lo que es un
aspecto critico en la seleccién del sistema de expresion. En este sentido, los
sistemas vegetales son capaces de plegar y ensamblar correctamente proteinas
complejas, como aquellas eucaridticas que requieren modificaciones post-
traduccionales como glicosilaciones y formacion de estructuras casi idénticas
a las proteinas nativas [2].

De entre los cultivos de células, tejidos y érganos vegetales, el de raices
transformadas o hairy roots ofrecen gran potencial para la produccién de
compuestos bioldgicamente activos, tanto metabolitos como proteinas, al
poder introducir secuencias de DNA de interés, utilizando vectores binarios
y/o desarmados [3]. Estas raices transformadas son estructuras neoplasicas
generadas por la movilizaciéon y expresion de DNA desde la bacteria
Agrobacterium rhizogenes al genoma de las células de una planta [4]. Tienen
un crecimiento acelerado comparado con el de raices no transformadas, son
genéticamente homogéneas y morfolégicamente estables [5].

Entre las caracteristicas interesantes para utilizarlos en el establecimiento de
bioprocesos para produccion de compuestos biolégicamente activos estan
su facil manipulacién y su capacidad para sintetizar compuestos foraneos
de interés [3], ademas de gue poseen buena estabilidad de producciéon de
proteinas heterdlogas a largo plazo [6]. Por otro lado, los sistemas de raices
transformadas tienen varias ventajas sobre el uso de plantas transgénicas
completas para la obtencién de proteinas heterdlogas. Entre ellas estan el mejor
control sobre el proceso de produccidn, ya que se trata de un proceso cerrado,
evitando la posible diseminacidn del transgén al ambiente; ademas, presentan
ciclos de produccidén mas cortos y las proteinas pueden ser excretadas al medio
de cultivo facilitando su extraccion y purificacion [7].

La Brassica oleracea var italica (brécoli) es una planta de alto valor nutricional
y previamente se ha demostrado que puede ser utilizada como modelo para
establecer cultivos de raices transformadas para la produccion de proteinas
heterdlogas [8]. Asi, con la finalidad de investigar la similitud

estructural de estas proteinas con las nativas, en el
presente trabajo se reportan los resultados sobre
el analisis por Western Blot y MALDI-TOF de
la hormona del crecimiento humano (hGH1)
expresada por una linea de cultivos de raices
transformadas de brdécoli previamente
establecida [9, 10] en comparacién con

una proteina comercial.

Metodologia

Determinacion del contenido de hGH1
El contenido de hGH1 se realizd por medio de

=
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inmunoensayo, utilizando el “Human HGH Immunoassay Kit” de Biosource
(Camarillo, California, USA).

Western Blot

Los extractos de proteina soluble y las fracciones semipurificadas por filtracion
tangencial (< 50 kD) y cromatografia de afinidad (>60% pureza de hGH1)
fueron resueltas por electroforesis en geles de 15% de acrilamida en condiciones
desnaturalizantes. Las muestras resueltas fueron transferidas a una membrana
de PVDF (Polyvinylidene fluoride) en una cdmara de electrotransferenciaa 275
mA por 75 minutos. Los sitios no especificos en la membrana se bloquearon
por exposicidon toda la noche en una solucién de leche descremada al 5%
en buffer PBS-T (solucion salina fosfatos 0.05% Tween). La membrana se
lavd varias veces con buffer PBS-T y se incubd por una hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo monoclonal de ratén antihormona de crecimiento
humano (Santa Cruz Biotechnology Inc. California, USA) diluido 1:200 en PBS-T.
Después de tres lavados con PBS-T, la membrana se incubd con el anticuerpo
secundario anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa de rabano (HRP) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc. Pennsylvania, USA) diluido 1:15,000 en
PBS-T por 45 min. Después de lavados con buffer PBS-T, se procedid a la
deteccidn de la proteina blanco por quimioluminiscencia en placas de rayos
X. La deteccidn se realizd a diversos tiempos de exposicion.

Digestion triptica y extracciéon de péptidos

Se cortaron las bandas de geles resueltos por SDS-PAGE, se lavaron dos
veces con agua desionizada y se afiadid acetonitrilo hasta cubrir las bandas
para deshidratar el gel; esta operacidn se repitid dos veces. Se retird el
acetonitrilo y se afiadié NH,HCO, 25 mM. Se incubo 5 minutos vy sin retirar el
sobrenadante se afadid acetonitrilo 1:1. Se incubd por 15 minutos y se llevd a
sequedad en centrifuga de vacio. El residuo se lavé con una solucién a 56°C
de 10 mM de Ditiotreitol en NH,HCO, 25 mM para la reduccion de los péptidos.
La muestra llegd a temperatura ambiente, se elimind la solucion de DTT y
se afadid acetonitrilo, que luego se retird inmediatamente para incubar con
lodoacetamida 55mM en 25 mM NH HCO, durante 15 minutos en oscuridad
para la alquilacion de los péptidos.

Para la digestion se afiadié tripsina 12.5 ng/ml, disuelta en 25 mM de NH,HCO,,
hasta cubrir las bandas y se incubd en hielo 45 min. Seguidamente, se retird el
sobrenadante y se afiadio NH,HCO, 25 mM hasta cubrir las bandas y se incubo
toda la noche a 37°C.

Para la extraccion de los péptidos se cubrieron las bandas con 50%
acetonitrilo, 0.5% acido trifluoroacético y se sonicé 10 minutos, y se recuperd
el sobrenadante en otro tubo. Esta operacion se repitid tres veces, recuperando
todos los sobrenadantes de cada extraccion conjunta. Finalmente se llevd

a sequedad estas extracciones en centrifuga de vacio y se resuspendid
en 10 Ql de 50% acetonitrilo en 0.1% de acido trifluoroacético para su
posterior analisis por MALDI-TOF.

Resultados

Las muestras de proteina soluble y fracciones purificadas de los
extractos proteicos de cultivos de raices de broécoli transformadas
con el gen de la proteina hGH1 fueron analizadas por Western Blot
en comparacion con una hGH comercial y extractos de raices no
transformadas (Fig.1) para confirmar su presencia y determinar la
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integridad de la proteina heterdloga mas alld de la deteccidn por inmunoensayo.
En la membrana se observaron sefales con peso molecular similar al de la
hGH comercial (22 kDa) en las muestras de extractos purificadas, sin embargo
no se aprecidé sefal en la muestra correspondiente al extracto crudo audn a
tiempos de exposicion prolongados (Fig. 1b), muy posiblemente debido a que
la concentracidn especifica de hGH1 en esta muestra fue muy baja (0.72 Qg/ml);
no obstante, después de una concentracion de la muestra mediante filtracion
tangencial, la seflal pudo ser detectada (Fig.1 carril -50kDa). Debe observarse
gue a tiempos de exposicion largos de la membrana a la placa fotografica se
observaron manchas putativas de aproximadamente 14 kDa que podrian ser
fondo debido a los anticuerpos aun unidos de manera inespecifica o fragmentos
proteicos diluidos de menor peso molecular (Fig. 1b).

Figura 1

Anélisis de Western Blot a diferentes
tiempos de exposicion. a) 4 minutos de
exposicion, b) 10 minutos de exposicion.
Carril NC: extracto de proteina total
soluble de raices no transformadas
(control negativo). Carril GHC, hGH]1
comercial (Pfizer NY, NY, USA). Carriles
3y 4, muestras purificadas de cultivos
de raices transformadas. Carril -50kDa,
fraccién de menos de 50 kDa obtenida
por filtracion tangencial. Carril CE,
extracto crudo de proteina. Los carriles
GHC, 3y 4 se cargaron con 0.5 Qg de la
proteina hGHT; el carril -50 kDa contenia
40 ng de hGH1.

NC GHC 3 4 -50kDa CE

22 kDa
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Por otro lado, el espectro MALDI-TOF de la banda correspondiente a la hGH1
(22 kDa) digerida con tripsina, mostrd patrones de fraccionamiento similares
a los de hGH1 comercial, interpretados como péptidos y sus correspondientes
secuencias en la Tabla 1. La composicién de aminoacidos de algunos de los
fragmentos mayores (8-23 aminoacidos) mostraron una correlacién positiva
con la secuencia reportada para la hGH1 nativa o somatotropina: 99% para 3
péptidos de 9-12 aa, 98% para uno de 13 aa, y 92% para uno de 8 aa. Estos
resultados confirman con un 99% de probabilidad que la estructura primaria
de la proteina producida por las raices transformadas es igual a la hGH nativa.
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hGH1 de referencia
QEFEEAYIPKEQK (85% conf.)
LFDNAMLR (7% conf.)
DMDKVETFLR (2% conf.)

Banda de 22 kDa carril 3

DMDKVETFLR (99% conf.)
FPTIPLSLRFDNAMLR (99% conf.)
LHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQK (99% conf.)
SNLELLR (32% conf.)

Banda de 22 kDa carril 4
FDTNSHNDDALLKNYGLLYCFR-KDMDKVETFLR (98% conf.)
LFDNAMLR (92% conf.)

SNLELLR (79% conf.)

Discusion

En el andlisis por Western Blot, la ausencia de sefal en la muestra correspondiente
al extracto crudo de proteina del cultivo BRGHE18 (carril CE Fig. 1) sugiere que
la cantidad de hGH1 (0.72 Qg/ml) no fue suficiente para ser detectada bajo las
condiciones experimentales aplicadas, sin embargo la muestra concentrada y
fraccionada simultdneamente por filtracion tangencial en el carril -50 kDa si
mostrd la sefal correspondiente a la proteina hGH1. Adicionalmente, la deteccién
positiva en las muestras purificadas por filtracidon y las fracciones concentradas
por cromatografia de afinidad, demuestran la expresion de la hGH1 por estos
cultivos. Por otro lado, la presencia de seflales de menor peso molecular en
la membrana de Western Blot puede indicar que la proteina heterdloga se
fragmenta durante el proceso de extraccién y purificacion. Resultados similares
han sido reportados para proteinas heterélogas en sistemas vegetales, por
ejemplo en plantas transgénicas de soya, células en suspensién de tabaco,
semillas de maiz [11,12] y en cultivos de células en suspensiéon de arroz [13]. Estos
fragmentos de la proteina pueden ser generados durante el procedimiento de
purificacion o debidos también a la actividad proteolitica in planta [12]. Estas
situaciones han sido ya abordadas y reconocidas como factores importantes
que afectan la estabilidad de las proteinas y su expresion en sistemas vegetales.
Debe mencionarse que, aunque en el sistema de raices transformadas de
brocoli no se ha encontrado actividad proteolitica significativa, el rendimiento
total de la proteina hGH1 podria ser mejorado implementando estrategias para
prevenir su degradacion, como la co-expresion con inhibidores de proteasas
[14,15] o la adicion directa de inhibidores de proteasas al medio de
cultivo [12]. Por otro lado, el analisis de la huella peptidica de la
muestras purificadas permitid correlacionar sin ambigledad

la proteina heterdloga con la somatotropina mediante

Muestras analizadas y

correspondientes a péptidos
identificados por espectrometria
de masas MALDI-TOF de bandas
purificadas de cultivos de raices
transformadas de brdcoli.
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una comparacion contra la base
de datos de Swissprot, sugiriendo
sdlidamente que los cultivos de raices
transformadas estdn expresando de
manera correcta la hGH1 a nivel de
estructura primaria.

Conclusiones

Las fracciones proteicas y muestras
purificadas corresponden a la hGH1
expresada heterdlogamente por los
cultivos de raices transformadas
de brdcoli. Esta conclusion es
soportada por la identificacion
positiva en inmunoensayo, mediante
el reconocimiento y deteccién de
peso molecular en el analisis de
Western Blot, y por los patrones de
fraccionamiento y secuencia peptidica
similar a la de hGH1 observados en el
analisis por MALDI-TOF.
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Resumen

La hormona de crecimiento humano (hGH1), es una proteina producida
en la glandula pituitaria y exhibe extensos efectos fisiolégicos en el
cuerpo humano, sus aplicaciones pueden ser tanto terapéuticas como
estéticas. Comercialmente se produce en cultivos de células de mamifero
y en Escherichia coli (E. coli.) La finalidad del trabajo, como parte de un
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proyecto global, fue establecer un sistema control de expresion de la hGHI1
en E. coli, que pueda ser utilizado como comparativo contra otros sistemas
de expresion dentro del grupo de trabajo, tanto microbianos como lo es
Bacillus thuringiensis (1) y sistemas vegetales como los cultivos de raices
transformadas (4, 2).

Primero se obtuvo el gen de la hGH1, mediante PCR a partir del vector pBS-
hGH1. El producto de restriccion se insertd en el vector de expresion bacteriano
pProEx HTb entre los sitios de restriccion EcoRIl y Xhol. Dicho vector presenta
la ventaja de incluir una marca de seis Histidinas en el extremo amino terminal
a la secuencia codificante para la proteina heterdloga, plasmido denominado
“PEONGHis”. El plasmido pEOhGHis se clond en E.col/i DH5a mediante choque
térmico para obtener la cepa E. coli pEOhGHis. Se realizd una fermentacion
en lote para determinar la cantidad de proteina total especifica producida
(1.16ng/QL), la cual se dio de manera asociada al crecimiento y potenciada
por la adicidn del inductor IPTG. Se identifico el fragmento 6xHis-hGH1 con
un tamano de 29.5 kDa.

Introduccidn

Una de las estrategias comUnmente utilizadas para favorecer la recuperacion
y purificacidn de proteinas heterdlogas, es el uso de una marca de histidinas
en la proteina, lo que a la vez puede facilitar su deteccidén, y generalmente
sin afectar su estructura ni actividad bioldgica (7,3). El vector pProEX HTb
(Invitrogene, EUA), es un vector de expresion bacteriana inducible, que incluye
una la secuencia para una marca de 6 Histidinas que se afladen a la proteina
clonada en el extremo amino terminal.

La marca de 6XHis resulta ser uno de los sistemas de adicidn de marcas
a proteinas mas econdmico y por su secuencia pequefa disminuye la
probabilidad de producir efectos negativos en la estructura y expresion de
la proteina (9); ello lo hace un método bastante atractivo para la purificacion
de proteinas heterdlogas, ademas de que es facilmente escalable (10). La
proteina de interés, es la hormona del crecimiento humana isoforma 1 (hGH1),
también conocida como somatotropina. Es un polipéptido de cadena unica
de 22 kDa, conformada por 191 aminoacidos, estabilizada por dos puentes
disulfuro, desempefa un papel importante en el metabolismo, la sintesis de
proteinas y la proliferacion celular (8). E. coli ha sido el microorganismo de
produccion comercial de la hGH desde los afos 80. En sistemas bacterianos,
la proteina no es producida en su estructura funcional, ya que no se realiza
la formacion de puentes de disulfuro, con lo que se afecta el plegamiento;
para ello se desarrollan alternativas que buscan favorecer la recuperacion,
purificacion y el plegamiento in vitro de las proteinas heterdlogas a partir de
sistemas procariotas (6).

Metodologia

Se extrajo el gen de hGH]1, a partir del plasmido pBluescript-hGH (pBS-hGH1)
mediante amplificacidn por PCR. Para ello, se disefiaron los siguientes oligos:
directo:

5’-ATAGAATTCTCAAGGCCCAACTCCCCG-3 y reverso:
5-CGGCTCGAG GGATGCACTTAATTTTAT-3

que amplifican un fragmento de 833 pb a una temperatura de 58 ¢C.
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Se afladieron secuencias para enzimas de
corte EcoRl en el 5'y Xhol en el 37, con
las cuales posteriormente se digirid el
amplificado. El producto de restriccion se
ligd en el vector de expresion bacteriano
pProEx HbTM previamente digerido
con las mismas enzimas, siguiendo el
protocolo de T4 DNA Ligasa (15224-
041, Invitrogene, EUA) en una relacion
inserto:vector 3:1; el plasmido resultante
se denomind “pEOhGHiIs”. La mezcla de
ligaciéon se corrid en un gel de agarosa
para identificar la banda de interés de
5534 pb, que corresponde a la unidén
del gen de hGH1 al vector pProEX HTb;
finalmente, se clond por choque térmico
en E.coli DH5a utilizando 2QL de la mezcla
de ligaciéon y las clonas transformantes
se analizaron por digestidon enzimatica
y PCR.

Para la fermentacion en lote, se empled un birreactor Applicon de 3L, el cual
estd equipado con sensor de temperatura integrado, una hélice tipo Rushton
de seis paletas para el mezclado y un difusor de aire tipo “L”, electrodo de
pH (Z001023510, Aplisens) y de oxigeno disuelto (Z71202API10, Applikon). Se
suministrd aire pasado a través de un filtro estéril de 45Qm (Midisart 2000,
Sartorius, Alemania). Se ajustaron los parametros de control de manera
automatica y manual cuando fue necesario desde la computadora mediante
el software BioXpert version 1.15. La temperatura se mantuvo constante a 37
2C mediante circulacién de agua a través de la chaqueta. La velocidad de
agitaciéon se controld manualmente para lograr una saturacion de oxigeno
en el reactor superior al 20%, ésta varid entre 400 y 900 rpm. El flujo de aire
se inicido en 1 vvm y se aumento a 1,5 vvm cuando se requirid para mantener
la demanda se oxigeno por encima del 20%. Para el control de la espuma, se
adicionaron gotas de una suspension 1:1v/v de antiespumante (Mazu-DF 7911,
Mazer, México) cuando fue necesario. El volumen de operacion del reactor fue
de 1.5 L y se utilizé medio de cultivo LB. Los reactivos fueron obtenidos de
Becton, Dickinson and Company (EUA). El medio fue preparado y esterilizado
junto con el reactor en autoclave a 121 2C por 15 minutos; posteriormente
se adiciond en condiciones de esterilidad, el indculo y ampicilina para una
concentracion de 100 Qg/mL. El indculo se prepard en un matraz Erlenmeyer
de 500 mL, con 135 mL de medio, y fue inoculado con una asada de un cultivo
de agarinclinado y se incubd a 37 ¢C con agitacion por 12 horas. El bioreactor
se inoculd con el cultivo de 150 mL de 12 horas y la primer muestra fue tomada.
La toma de muestra se llevo a cabo cada hora por 11 horas. Cuando la densidad
optica del cultivo fue de 0.7, se afadid el inductor (IPTG a una concentracion
final de 0.6 mM). Se realizaron las determinaciones de densidad 6ptica a 600
nm, en peso seco, SDS-PAGE (5) y ensayos tipo Elisa (KAQ108], Invitrogene,
EUA) para detectar la aparicion y cuantificar la proteina hGH1.

Resultados

La descripcion grafica de la estrategia para la construccion del vector
PEONGHis, se muestra en la Figura 1, donde se observa que el gen hGH1 se
encuentra inserto en el vector pBS-hGH1 entre los sitios EcoRl y Xhol y es
clonado en el vector pProEX dentro de esos mismos sitios.
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Esquema de la construccién del vector
PEOhGH:is.

Amplificacion por PCR del cDNA de
hGH1. M, marcador de peso molecular
(DNA ladder 1kb, Biolabs), hgh:
amplificado del gen hGH1 a partir del
vector pBS-hGH. Gel de agarosa 1%,
corrimiento a 100V por 45 minutos.

Mezcla de ligacién para obtener el
vector pEOhGHis. M, marcador de peso
molecular (DNA ladder 1kb, Biolabs),
3:1 mezcla de ligacién en proporcion
inserto: vector 3 a 1. Gel de agarosa 1%,
corrimiento a 100V por 60 minutos.
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Primeramente se amplificé exitosamente por PCR el gen hGH1, partiendo del

vector pBS-hGH1, como lo muestra la Figura 2, se obtuvo un producto de
833 pb, correspondientes al gen de hGH1 incluyendo las secuencias de las
enzimas EcoRl y Xhol.

Una vez amplificado el gen y digerido con las enzimas EcoRIl y Xhol tanto
el producto de PCR como el vector pProEX HTb, se realizd la ligacion entre
ambos. De la mezcla de ligacion, se identificé la banda gue corresponderia
al tamafo del vector esperado de 5.5 kb, que se muestra en la Figura 3; las
demads bandas que aparecen en el gel pertenecen a la ligacién del gen entre
si mismo.
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Las clonas resultantes luego de la transformacion se aislaron y analizaron para
verificar la presencia del vector de interés, los resultados de la caracterizacion
del vector pEOhGHis se muestran en la Figura 4.

Como se observa en la Figura 4.A, se obtuvieron los fragmentos esperados
para la construccion del vector pEOhGHis. Linealizado con la enzima EcoRI, se
obtuvo una banda de 5534 pb, la enzima EcoRV corta en tres sitios diferentes
del vector, por ello, se obtienen los fragmentos de 626 pb, 1114 pb y 3794pb, vy
para la liberacion del gen de hGH se utilizé EcoRly Xhol, dando como resultado
4713 pb que corresponden al resto del plasmido y 821 pb correspondientes
al gen de hGH1 (el cambio en el tamafio del gen de 833pb a 821pb es debido
a que luego del corte con las enzimas se pierden algunas bases unidas a la
secuencia). Con los anteriores resultados y la Figura 4.B, se comprueba que
la secuencia inserta en el vector pEOhGHis es en efecto el gen de la hGH1.

Ya que el vector pPEOhGHis es un vector inducible, se esperd que el cultivo en
la fermentacion, llegara a una densidad éptica de 0.7 para afladir el inductor
IPTG y ello diera lugar a la sintesis de la proteina hGH1. El tiempo de adicién
del inductor se encuentra sefalado en la Figura 5 por una flecha roja a las 3.5
horas. La mayor acumulacién de biomasa fue entre las 6 y 7 horas con 1.95
g/L, después de este tiempo empieza el decaimiento celular.

Caracterizacion del vector pEOhGHis

por restricciéon y PCR. A. Corte del

vector pEOhGHis con las enzimas EcoRl,
EcoRV vy liberacién del fragmento hGH1
con EcoRI y Xhol. M, marcador de peso

molecular (DNA ladder 1kb). Gel de

agarosa 1%, corrimiento 100V, por 60
minutos B. Amplificaciéon por PCR del
gen hGH a partir del vector pEOhGHis,
Ctrl-, control negativo el vector pProEX
HTb. Gel de agarosa 1%, corrimiento a
100V por 25 minutos.
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Grafica con los resultados de peso seco

y densidad dptica de la fermentacion en
lote de la cepa E. coli pEOhGHis.

Gréfica con los resultados de peso
seco y cuantificacién de hGH de la
fermentacion en lote de la cepa E. coli
PEOhGHis.
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Como se muestra en la Figura 5, mediante los datos de peso seco y densidad
Optica se pudo graficar el perfil de crecimiento de la cepa pEOhGHis,
identificando las fases de adaptacion (0-2h), crecimiento exponencial (2-5 h),
desaceleracion (5-7 h) y la estacionaria (7-11 h) caracteristicas del crecimiento
microbiano.

La produccién de hGH se determind a partir de cada muestra y como se
aprecia en la Figura 6, la sintesis de la proteina se inicia durante la fase de
crecimiento exponencial, mas se dispara al afadir el inductor al cultivo, la
maxima cantidad de proteina hGH1 detectada fueron 1.16 ng/QL de cultivo
acumulados al final de la fermentacioén. Si bien es un valor bajo de produccidn,
es una cantidad suficiente para ser utilizado como un control positivo y de
comparacioén dentro del grupo de trabajo.

Se logré detectar mediante el andlisis SDS-PAGE la banda correspondiente
a la proteina hGHI1 ligada a los seis residuos de Histidina, con un tamafo
aproximado de 29.5 kDa, como se muestra en la Figura 7, con una banda
destacada con una flecha; se observa que aumenta de tamafio en los distintos
carriles, es decir, que hay mayor acumulacién de dicha proteina respecto al
tiempo, lo cual coincide con los datos de la cuantificacion de hGH; ademas,
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no se aprecia la banda de la proteina en el control negativo (vector pProEX
HTb ni en una muestra del tiempo 1 (antes de la induccién), con lo cual
puede deducirse que efectivamente, la banda sefalada corresponde a la de
la proteina hGH1- ligada a los seis residuos de Histidina.

Conclusiones

- Los primers diseflados para amplificar el de hGH1 funcionan correctamente,
proporcionando un producto de 833 pb.

- El plasmido pEOhGHis incluye el gen de hGH1 ligado a la secuencia de 6
Histidinas (6xHis-hGH1) y se encuentra clonado en E. coli.

- La cepa de E. coli que contiene el plasmido pEOhGHis es resistente a la
ampicilinay produce la proteina hGH1 de manera asociada al crecimiento

y con ayuda del inductor.

- El tamanfo del péptido 6xHis-hGH1 es de 29.5 kDa.
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Resumen

En este trabajo, se estudid el efecto de hidrocarburos poliaromaticos (HPA)
sobre el perfil de &cidos grasos de Cuperus laxus cultivado tanto en condiciones
de invernadero como en cultivos in vitro. Para el sistema en invernadero, C.
laxus fue cultivado en suelos intemperizados e impactados con petroéleo
crudo con concentraciones de hasta 340, 000 mg/Kg de hidrocarburo
totales (HTP), mientras que en sistemas in vitro se utilizé fenantreno como
HPA modelo (0-280 mM) incorporado en un medio semisdlido de cultivo
vegetal. El perfil de acido graso fue especifico para cada érgano vegetal
y estuvo relacionado con el tipo de HPA presente en el sitio. Para ambos
sistemas, en las plantas crecidas en ausencia de hidrocarburo se identificaron
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acidos grasos comunes de C14-C24 saturados e insaturados. Sin embargo, en
presencia de hidrocarburos se identificaron acidos grasos impares (C15, C17,
C21, C23), cadenas hidrocarbonadas con posicion y niumero de insaturaciones
poco comunes (C20:3n6, C20:4) asi como un aumento en la concentracion
de C22:2 y C24:0 en tejido de B y hoja. Estos resultados demuestran que la
presencia de HPA afecta drasticamente la composicion de acido graso de C.
laxus, lo que podria estar sugiriendo que el proceso de de remocion de HPA
en un sistema de fitorremediacion conlleva a un cambio de la composicidon
lipidica de célula vegetal.

Introduccion

Las actividades antropogénicas aunadas a los cambios hidroldgicos del sitio
han ocasionado la contaminacion por petréleo crudo de grandes extensiones
de suelo en el estado de Tabasco. Estudios previos revelaron que en dichos
suelos prevalecia la presencia de hidrocarburos poliaromaticos (HPA), los
cuales han sido catalogados como compuestos téxicos y carcinogénicos,
debido a su bajo nivel de biodisponibilidad y biodegradabilidad [1]. Para la
recuperacion de suelos contaminados con hidrocarburos se han reportado
diversas tecnologias [2], sin embargo se observd que especificamente en los
sitios de interés habia una implementacidén natural de organismos vegetales
gue podria estar hablando de sistemas de fitorremediacidon. Aunque el
mecanismo de remocion depende de la capacidad metabdlica de cada especie
vegetal, no se tiene suficiente informacidn acerca de la interacciéon entre los
compuestos estructurales de la planta y los compuestos xenobidticos durante
el proceso de fitorremociéon. Hasta el momento algunos autores mencionan
que HPA del tipo antraceno y fenantreno pueden traslocarse al tejido vegetal
por simple difusion, sin embargo esto conlleva cambios en ciertas propiedades
fisicoguimicas tanto del compuesto como del tejido vegetal [3-4]. Por lo
anterior, se han realizaron evaluaciones sobre el perfil de compuestos
fendlicos e HPA en el tejido vegetal de una de las especies pioneras del sitio
contaminado: Cyperus laxus y fueron detectadas conjugaciones entre HPA-
fenoles sugiriendo un interaccidn quimica y enzimatica entre el xenobidtico y
los metabolitos vegetales, de acuerdo con lo sefalado por Rivera Casado, et
al., (2010). Continuando bajo esta linea, en el presente trabajo, se demostré
que la presencia PHEN como hidrocarburo modelo, afecta drasticamente la
composicion lipidica de los érganos de C. /axus sugiriendo que la remocién
de HPA en un sistema de fitorremediacion depende de los cambios en la
composicion de lipidos en la célula.

Metodologia

Materia vegetal. Para el cultivo in vitro, se colectaron y desinfestaron semillas
de C. laxus desarrolladas en sistemas de invernadero y crecidas en suelo
contaminado con 16,000 ppm (5163), 140,000 ppm (SSR) ppm, y 340,000
ppm (5205) de HTP. Las semillas se germinaron en un medio MS adicionado
con sacarosa a 30g/L. De igual forma, se colectaron plantas crecidas
directamente de los sistemas de invernadero y se obtuvieron los extractos
lipidicos de los tres principales érganos de la planta.

Sistemas in vitro adicionados con PHEN. Se prepard y esterilizd por filtracion
una solucién stock de PHEN en acetona. Se incorpord en caliente a 25 mL
de medio MS previamente esterilizado, obteniendo concentraciones finales
de 0, 5,15, 30 y 50g/L (0, 28, 84, 168, 280 mM). El PHEN residual se obtuvo
mediante extracciones con acetato de etilo/agua (1:1), que posteriormente se
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llevd a sequedad y se resuspendid en una mezcla de acetato de etilo:hexano
(1:D. La concentracion de PHEN se cuantificé por HPLC en una columna
PRODIGY ODS2.

Extraccion de compuestos lipidicos. A partir de tejido de raiz (R), bulbo (B) vy
hoja (H) de C. laxus se realizaron extracciones (3x) con cloroformo:metanol
(1:D. Se realizd la transesterificacion directa propuesta por Burjua, et al.,
2007., La identificacion y cuantificacion de acidos grasos se llevd a cabo por
CG y GC/MS mediante la comparacion con los tiempos de retenciéon con el
estdndar SUPELCO 37 FAME MIX.

Resultados

Perfil de acidos grasos en érganos de C. laxus crecidos en suelos
contaminados con petréleo crudo bajo condiciones de invernadero.
Se identificaron acidos grasos de cadena par de C12:0 a C24:0 en los extractos
de los érganos de C. laxus crecidos bajo las diferentes concentraciones de
TPH (163, SSR, 205) y en el suelo control no contaminado (SL, Figura 1).
Interesantemente, también se identificaron acidos grasos de cadena impar,
tales como C13:0, C15:0, C17:0 y C21:0 especificamente en los extractos de
organos de plantas crecidas en suelos contaminados. La presencia de los
hidrocarburos en el suelo genera una disminucién en la concentracion de
algunos acidos grasos presentes en el tejido, tales como C18:3n6, C18:3n3,
C20:0,C22:0y C22:1en R; C18:0 en By C14:0, C17:0, C18:3n3 en hoja. Mientras
que la concentracion de otros acidos grasos no se ve afectada, tal es el caso de
C18:0, C18:1, C18:2 en R; C16:0, C18:1, C18:2, C18:3n6, C18:3n3, C22:1en By C16:0,
C18:0, C18:1, C18:2, C20:0, C20:1, C20:2, C22:0, C22:1,C22:2 en H. Sin embargo,
se favorece la sintesis de ciertos acidos grasos cuando la planta se encuentra
creciendo en suelo contaminado, por ejemplo C15:0, C17:0, C20:4, C22:2,
C23:0enR; Cl14:0, C15:0, C20:2, C20:3n6; C22:2,C23:0,C24:0 en By C20:3n6,
C20:4, C21:.0, C23:0, C24:0 en H. Para esta ultima observacién, es importante
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considerar que no todos los cambios se observan para todas las plantas
que crecieron en los diferentes suelos, mas bien ciertos comportamientos
se observaron para aquellos suelos donde se tenia la concentracién de THP
mas alta. Por ejemplo, la presencia de C15:0 se observd Unicamente en los
extractos de las raices crecidas en el suelo SSR y S205, mientras que C17:0
para el mismo extracto de 6érgano Unicamente se observd en las plantas
crecidas en suelo S163 y SSR.

Estos resultados sugieren que los cambios en el perfil de acido graso en el
tejido de C. laxus pudieran estar relacionados tanto con el tipo de hidrocarburo
presente en el suelo como del metabolismo intrinseco de cada érgano vegetal
como respuesta a cambios en el ambiente. De ello, la presencia de acidos
grasos de cadena impar en extractos de R y H pudiera estar implicando
la participacion de rutas bioguimicas alternas en los plastidos, tal como la
biosintesis a partir de aminoacidos en lugar de la ruta reportada a través de

Perfil de dcido graso en tejido de raiz
(R), bulbo (B) y hoja (H) de Cyperus
laxus crecido en suelos intemperizados
e impactados con petrdleo crudo con

16,000 ppm (S163), 140,000 ppm

(SSR) ppm, 340,000 ppm (5205) de
hidrocarburos totales del petréleo en
relaciéon con plantas cultivadas en suelos
no contaminados (SL).
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n.d.

n.d.

n.d.

Concentracién de PHEN (mM/g) en
o6rganos de Cyperus después de 21 dias

de cultivo.

acetil-CoA durante condiciones de estrés en plantas [5-6]. Por otro lado, la
presencia de acidos grasos de cadenas largas pares o impares en los extractos
de tejido de plantas expuestas a hidrocarburo tales como C20-C24, los cuales
son componentes o precursores de estructuras celulares como membrana,
cuticula, suberina o ceras en la célula vegetal. Algunos autores sugieren
cambios importantes, tanto bioquimicos como fisiolégicos ya sea a nivel
celular, de érgano y de organismo completo como respuesta a la presencia
de HPA en un sistema de fitorremediacién [5, 7-8].

Perfil de acidos grasos en érganos de C. laxus cultivados in vitro
y sometidos a PHEN. Dadas las observaciones en los sistemas de
fitorremediacion en invernadero, se establecieron sistemas de cultivo in vitro
de C. laxus utilizando PHEN como hidrocarburo modelo. La sobrevivencia
de las plantas y el contenido de clorofila se vieron afectados entre los 7 vy
14 dias de cultivo en presencia de PHEN (Figura 2). La clorosis fue evidente
después de siete dias a concentraciones de 168 mM y 281 mM del PAH; a los
14 dias para 84 mM de PHEN, vy a los 21 dias con 28 mM PHEN. Se reportd un
comportamiento similar para Arabidopsis [9] expuesta a 0.05 mM de PHEN,
donde la clorosis fue evidente a partir de las 6 horas de haber sometido la
planta al PAH, lo cual pudiera estar relacionado con el aumento de especies
reactivas de oxigeno en el tejido como consecuencia de la presencia del
xenobiodtico en el medio, ya que se ha reportado que la toxicidad del PAH
disminuye la actividad del metabolismo vegetal daflado a nivel de membrana
celular, lo que reduce el transporte de nutrientes y metabolitos a la célula.

Interesantemente, C. laxus no presentd cambios fenoldgicos antes de 21 dias de
tratamiento a concentraciones de PHEN mil veces superiores a las reportadas
con Arabidopsis, lo que sugiere que esta Cyperaceae posee caracteristicas
metabodlicas especificas que le permiten sobrevivir a la presencia de este tipo
de hidrocarburos recalcitrantes. Estas diferencias metabdlicas pudieran estar
relacionadas con la cantidad de HPA y el tipo de érgano donde fue adsorbido
el xenobidtico en el tejido vegetal (Tabla 1). Aunque de manera general, se

28 84 168 280
5.619 £ 4.54 17.620 + 10.39 29.165 +16.44 24.1+5.7
3.015 £ 2.95 2.275% 2.04 3.93 £0.127 49+43
3.385+0.93 2.172 £1.63 4.200 = 0.3960 7.5%+0.3
4.001 £+ 2.52 7.355 £ 4.686 12.431 + 5.654 12.166 + 3.433

67 +14.1 60 + 16.9 30.5+2.1 89.6 +2.2

33 40 69.5 104

observd una mayor acumulacion de PHEN en tejido de R y H conforme se
incrementod la concentracion de HPA en el medio, fue notable que la maxima
acumulacion en R se alcanzdé cuando se tuvo una concentracion de 169 mM
de PHEN en el medio, mientras que la acumulacién en H se incrementa a 280
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mM de PHEN. No obstante, aunque los valores de hidrocarburo residual no
mostraron ninguna relacién respecto a la cantidad de PHEN adicionado al
medio, se observd que los datos mas elevados de acumulacion y de remocion
se obtuvieron a una concentracion de 168 mM.

Figura 2

Cultivo in vitro de Cyperus a los 7, 14

y 21 dias en medio MS bajo O (a, b, ¢),
28 (d, e, ), 84 (g, h,i),168 (j, k, I) y 280
(m, n, ©) mM de PHEN. Los controles
abiodticos en medio MS + PHEN (p, g, r y
s). Para el experimento, se trasplantaron
organismos de un afo de cultivo en
medio MS y fueron colocados en un
medio con PHEN. Después de 21 dias,
se realizaron extractos de la fraccion
lipidica de cada dérgano vegetal y se
evalué el PHEN residual.

K
]
r

Efecto del PHEN sobre el perfil de acidos grasos en cultivos in vitro
de C. laxus. Con base en los resultados anteriores, los cambios fisioldgicos
de C. laxus dada la presencia de PHEN estan intimamente relacionados con
cambios en el metabolismo vegetal, por lo que en esta seccidn se evaluaron
los cambios en el perfil de acido graso de los diversos érganos de C. laxus
por la presencia de PHEN como HPA, modelo en un sistema aséptico (Figura
3). Se identificaron acidos grasos de cadena par, C14:0 a C24:0 saturados y
hasta con tres insaturaciones, asi como de cadenas impares de C13:0 a C23:0
saturados y con una insaturacion.
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Figura 3

Perfil de &cidos grasos en raiz (R),
bulbo (B) y hoja de (H) de Cyperus

22525 gsergoyssefuisceiasee laxus cultivado in vitro en medio MS
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Fue notable la gran variabilidad de los resultados, dado que se consideraron
los valores promedio de la respuesta de los extractos de tejido de individuos
diferentes sometidos al mismo tratamiento. Este comportamiento se
fundamenta en la variabilidad genética en plantas, aunado a la variabilidad
reportada especificamente para la familia Cyperaceae [10]. Por otro lado, dada
la versatilidad metabdlica de las plantas, se conoce que la respuesta de cada
individuo dependera de la concentracion del hidrocarburo, de la disponibilidad
del mismo al tejido y del metabolismo de cada especie vegetal [3-41].

Efecto del PHEN en el perfil de acido graso de cultivos in vitro de C.
laxus. Los resultados evidenciaron una disminucion en la cantidad de acidos
grasos comunes en los diferentes érganos cuando se expuso la planta a las
diferentes concentraciones de PHEN en el medio. Tal es el caso de tejido R,
donde la concentracidon de C16:0, C18:1, C18:2 y C20:0 disminuia mientras se
incrementd la concentracidon de PHEN. De igual forma en el B, se observd
una disminucion de C16:0, C18:1, C18:2, C18:3n3 (a excepcion de B 168mM) y
un aumento en C24:0 conforme se incrementod la concentracién de PHEN.
Y en el caso de H, se observd una tendencia a la disminucion de C16:0, C18:1
y C18:2 con un aumento de C20:2. Los resultados obtenidos sugieren que la
presencia de PHEN repercute en la biosintesis de dcidos grasos no-plastidicos,
lo que involucra la elongacién de cadenas mayores a C18 y un mayor nimero
de insaturaciones (>3). Adicionalmente, de manera andloga a lo observado
en plantas crecidas en invernadero, los tratamientos in vitro con PHEN,
mostraron un incremento en la concentracion de acidos grasos de cadenas
largas C20-C24, especificamente C20:3 en extractos de B y hoja. Estos
resultados podrian sugerir que bajo la presencia de HPA en el medio, C. laxus
es capaz de dirigir flujos metabdlicos a la producciéon de estructuras celulares
como membrana, cutina, suberina y ceras con el objeto de salvaguardar la
integridad vegetal, repercutiendo a nivel bioquimico y fisioldgico. Estos
cambios metabdlicos cominmente son autorregulados a través de nédulos
flexibles o puntos de bifurcacion involucrados en la compleja arquitectura
bioquimica de la planta [11].

Conclusiones

El perfil de acidos grasos en plantas tanto de sistemas de fitorremediacion
en invernadero como /n vitro se vio afectado drasticamente, mostrando
un incremento en la sintesis de acidos grasos de cadena larga, sugiriendo
que la remocidn del hidrocarburo por el sistema vegetal estd directamente
relacionado con cambios en la composiciéon lipidica de la planta. La
acumulacion de PHEN en C. /axus depende del tipo de érgano que en este
caso se observd mayormente en raiz y hoja.
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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados de la transformacién de raices
de brdcoli con el gen /7 del HPV16; la comprobacion de la transformacion se
llevd a cabo mediante tincion histoquimica con la prueba de B-glucuronidasa
donde la coloracidén azul indicé el resultado positivo de la integracion del gen
/7al genoma de las raices y este resultado se complemento por amplificacion
por PCR del gen /7 en donde obtuvimos la banda del tamafo esperado de 1.6
kb. También evaluamos el efecto de los reguladores dcido indol acético (IAA)
y cinetina (Kin) sobre el crecimiento de raices transformadas con pCAMBIA
105, encontrando que se obtuvo un incremento de biomasa de raices con
base en el peso fresco y seco a concentraciones de 1 mg/L de IAA, y que el
Kin disminuye el crecimiento hasta inhibirlo a1 mg/L. En el anélisis cuantitativo
encontramos que el IAA a 1 mg/L incrementa el crecimiento cuatro veces,
mientras que el crecimiento con Kin fue dos veces menor, comparado con
el control de las que fueron raices en medio sin reguladores de crecimiento.

Introduccion

La biotecnologia vegetal, particularmente el cultivo de raices transformadas,
es una alternativa viable para la produccion de proteinas heterdlogas [1] . Estas
raices son genéticamente estables y pueden propagarse indefinidamente en
cultivos in vitro a nivel de matraz o biorreactores o regenerarse a plantas
completas. No obstante, en los sistemas in vitro se puede manipular mas
facilmente la composicién del medio de cultivo para estudiar el efecto de los
parametros nutricionales y de proceso sobre la acumulacién del producto
transgénico [2]. Asi, en este trabajo, se pretende mostrar el uso de cultivos
de raices transformadas de Brassica oleracea como modelo de expresiéon de
la proteina L1del virus del papiloma humano 16 (VPH16). Esta planta presenta
ciclos de vida cortos, es facil de manipular y cultivar in vitro. El HPV16 es el
causante principal del cancer cervicouterino en México [3]. La proteina L1 es el
componente principal y antigénico de su cdpside [4-6] y tiene la capacidad de
autoensamblarse en capsides vacias, conocidas como particulas semejantes a
virus (VLPs). Por estas propiedades antigénicas se han desarrollado vacunas
usando sistemas de expresion como levaduras, virus-células de insecto, y
plantas completas.

Con la finalidad de establecer un método de producciéon alternativo, en
estudios previos hemos reportado el establecimiento de cultivos de raices
transformadas con el gen /1. Al respecto se reportan los resultados del efecto
de varios reguladores del crecimiento vegetal sobre el crecimiento vy la
generacion de lineas transformadas con el gen /7 pero truncado en la sefial
de localizacién nuclear presente en el gen silvestre completo, porque se ha
reportado que de esta forma se aumenta la eficiencia de formacién de VLP in
vitro [7]. Se modificd el medio de cultivo para buscar promover la elongacion
celular mediante auxinas (IAA) [8] y la divisiéon celular con citocininas (Kin).

Metodologia

Construccion del plasmido pCAMHPV16L1

Se obtuvo mediante la clonacién del gen /7 completo en pCAMBIA 1105.1. Se
amplificod el gen /7Ty después se digiriéo con Ncol y Bglll. Con estas mismas
enzimas se corto al plasmido pCAMBIA 1105.1 obteniéndose asi sitios cohesivos
complementarios; después se realizé la ligacion de /7 en pCAMBIA.
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Estas construcciones se clonaron en Agrobacterium rhizogenes mediante
electroporacion que después se utilizd para la transformacion de plantulas
de brdcoli.

Ensayo de B-glucuronidasa

Cortes de raices de 1cm se colocan en tubos Eppendorf de 600 Ql conteniendo
250 Ql de solucién de tefido GUS (100 mM de fosfato de sodio pH 7, 10mM
EDTA pH 8, 0.1% Tritdon X-100, 2 mM X-Gluc). Los tubos abiertos se colocaron
en un desecador al vacio por 10 minutos; en seguida se liberd lentamente
el vacio y se repitid el proceso dos veces mas. Después de los ciclos de
infiltracion, los tubos se incubaron por 10 horas a 37 °C.

Evaluacion del efecto de IAA y Kin

Se realizd un disefio experimental factorial 2* (tabla |I) con dos factores a
cuatro niveles, siendo los factores el 4cido indol acético (IAA) y la citocinina
(Kin) a las concentraciones de 0O, 0.05, 0.25, y 1.0 mg/L. El experimento
se realizéd empleando explantes de raices de 1 cm en medio MS con 3% de
sacarosa. Las variables de respuesta para la produccidon de biomasa fueron
peso fresco y peso seco.

Medio MS IAA (Auxina) mg/L
(3% sacarosa, 1.8 g/L fitagel)

0 0.05 0.25 1.0

0 1 2 3 4

Kin
(cmocina) | 9-05 5 6 7 8
mg/L
0.25 9 10 11 12
1.0 13 14 15 16
Resultados

Establecimiento de raices transformadas y
confirmacion de transformacion

Se han obtenido lineas de raices de brdcoli transformadas con el gen /1
completo (Figura 1). Mediante el ensayo de B-glucuronidasa se confirmoé que
Agrobacterium rhizogenes transfirido exitosamente el T-DNA del plasmido
PCAMBIA con el gen /T por la observacion de la coloraciéon azul en las
lineas de raices probadas en concordancia con el control positivo de raices
transformadas con pCAMBIA y en contraste con el control negativo de raices
no transformadas (Figura 1), resultados similares a los de [9, 10]. También

Diseflo experimental para evaluar
las diferentes concentraciones de

reguladores de crecimiento
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Control + Linea 100 Linea 105 Linea 106 Control -

Figura 1

Prueba de B-glucuronidasa A).

Se obtuvieron lineas de raices
transformadas con el gen I1 completo
(100, 105 y 106) positivas a la tincion
histoquimica de B-glucuronidasa el
resultado positivo similar al control que
son raices transformadas con pCAMBIA
y en contraste con el control negativo
gue son raices no transformadas. La
transformacion también se comprobd
por la amplificacién del gen 11 B) carril 1

Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec

la transformacion se comprobd por la amplificacidon del gen /7 usando como
templado DNA gendmico de raices transformadas, obteniendo la banda del
tamano esperado de 1.6 kb (Figura 1-B carril 1), la cual fue similar al tamafo
de la banda del control positivo (Figura 1-B carril 2) en el que se utilizd DNA
plasmidico como templado de una construccion previamente caracterizada,
y como control se utilizé amplificacion de DNA gendmico de raices no
transformadas (Figura 1-B carril 3)

= MPM-Marcadorde
peso molecular
+ Seamplificoel gen 1
a partir de:
: I DNA genémico
2. Control (+)
pCAMHPV16L1
3. Control ) IR
pCAMBIA
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Efecto de AIA/Kin sobre el crecimiento de las raices
transformadas

Después de tres semanas de cultivo (Figura 2) se encontrd que el mejor
tratamiento para el crecimiento de raices fue el 4 con1mg/L de IAAy O mg/L
de Kin. Debe observarse que mientras 1 mg/L de IAA favorece el incremento,
con 0.25 mg/L de Kin se disminuye, y con 1 mg/L se inhibe completamente.

IAA (mglL)
0 0.05 0.25 1.0

Anadlisis cuantitativo del efecto de los reguladores de
crecimiento

En el andlisis de varianza empleando como variables de respuesta el peso
fresco y el peso seco, con un nivel de confianza de 95%, se encontrd que los
valores para IAA, Kin y la interaccion de IAA con Kin son significativos.

El andlisis de peso fresco demostré que en la medida que se aumenta la
concentracion de IAA se incrementa la cantidad de biomasa, hasta obtener
un valor cuatro veces mayor al control, al utilizar la maxima concentraciéon
de IAA que fue de 1 mg/L, mientras que en la medida que se incrementa la
concentracion de Kin, la cantidad de biomasa disminuye hasta dos veces
menos que el control en la maxima concentracidon de 1 mg/L

Los tratamientos con mayor produccidén de biomasa fueron los que se
encontraban en la regidn de las concentraciones mayores de IAA (Figuras 3
y 4) mientras que los tratamientos con las concentraciones mas altas de Kin
fue en los que hubo poco crecimiento o su inhibicién.

Efecto de reguladores de crecimiento.

El tratamiento con 1 mg/L de IAA fue
donde se observd una mayor elongacion
y ramificacién de raices transformadas.
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Peso Fresco vs. Kin, IAA

Grafica de dispersidon de peso fresco. La
mayor produccion de biomasa esta en
las concentraciones mas altas de |IAA, y
las concentraciones altas de Kin inhiben
el crecimiento de las raices.

Peso Seco vs. Kin, IAA
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Grafica de dispersion de peso seco. Se
observo el mismo efecto que en el peso
fresco, un mejor crecimiento con IAA e
inhibicién con valores altos para Kin.

Conclusiones

Se obtuvieron lineas de raices transformadas de brdécoli con pCAMBIA
105.1y con la construccion pCAMHPV16L1, demostrado mediante la tincidn
histoquimica de glucuronidasa y por amplificacion por PCR del gen /7.

Los reguladores de crecimiento afectan la produccién de biomasa de raices
transformadas; la utilizacién de IAA a una concentracion de 1 mg/L favorece
elincremento de biomasa y las concentraciones utilizadas de Kin disminuyen
e inhiben el crecimiento.

Ishii, Y., K. Tanaka, and T. Kandaa, have an Alternative Initiation Site for the L1
“Mutational analysis of human Protein”. Virus Genes, 2005. 30(1): p. 31-35.

papillomavirus type 16 major capsid
Sunil Kumar, G.B., et al., “Expression of ) protein L1: the cysteines affecting the George, E.F., M.A. Hall, and G.-J.D. Klerk,
hepatitis B surface antigen in potato hairy intermolecular bonding and striicture of L1- Plant Growth Regulators I: Introduction;
roots”. Plant Science, 2006. 170(5): p. capsids”. Virol., 2003. 308(1): p. 128-136. Auxins, their Analogues and Inhibitors, in
918-925. Plant Propagation by Tissue Culture, E.F.
Garcea, R.L. and X. Chen, 5 Papillomavirus George, M.A. Hall, and G.-J.D. Klerk, Editors.
Wu, C.H., et al., “Optimization of culturing Structure and Assembly, 2007. p. 69-88. 2008, Springer Netherlands. p. 175-204.

conditions for the production of biomass

and phenolics from adventitious roots of Chen, X.S,, et al., Papillomavirus capsid Jefferson, R., “Assaying chimeric genes in
Echinacea angustifolia”. Journal of Plant protein expression in Escherichia coli: plants: The GUS gene fusion system”. Plant
Biology, 2006. 49(3): p. 193-199. purification and assembly of HPV11 and Mol. Biol. Rep., 1987. 5(4): p. 387-405.

HPV16 L1. J. Mol. Biol., 2001. 307(1): p. 173-182.
Rodriguez, O., et al., “Estudio de la . . Karcher, S., “Blue Plants: Transgenic Plants
patologia citgolégica del cérvix”. Perinatol WebbIEFHCox anciSiEdwards ficenvical With The Gus Reporter Gene”. ABLE, 2002.
Reprod Hum, 2009. 23(1): p. 12-17. Cancer-causing Human Papillomaviruses 23: p. 29-42.

Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec

w
TECNQ@ULTURA 34 b



L R TIVE L 4

GOBIERNO DEL
ESTADO DE MEXICO

1

GENTE QGUE TRABAJA Y LOGRA

€NGRANDE

DE ESTUDIOS

1

=
=
&

SRIORIFNS




