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DESCRIPCIÓN 

Método para la producción de proteínas recombinantes a partir de raíces pilosas de plantas 

Campo de la invención 

La invención se refiere a un método para la secreción de proteínas recombinantes a partir de raíces pilosas 
transgénicas, en particular raíces pilosas transgénicas obtenidas a partir de plantas pertenecientes a la familia 5 
Brassicaceae. 

Antecedentes de la invención 

Las proteínas son biopolímeros de aminoácidos sintetizados por todos los organismos vivos. Están implicadas en 
prácticamente todos los aspectos de la vida de la célula. Las enzimas dirigen y regulan el metabolismo, las proteínas 
estructurales dan forma a las células, los receptores y las proteínas de señalización integran los cambios 10 
medioambientales. Hoy en día, las proteínas son utilizadas ampliamente no sólo en el campo industrial (enzimas en 
polvo de lavado, aditivos alimentarios, agentes de blanqueo de papel...), sino también para aplicaciones médicas 
(vacunas y alérgenos, hormonas, anticuerpos...). Antes del desarrollo de la biología molecular y de las herramientas 
de la tecnología de ADN recombinante, la única fuente de proteínas de interés se mantenía en el propio organismo 
productor. De hecho, la insulina fue purificada primeramente de cerdos, mientras que la hormona del crecimiento 15 
humana se extrajo de tejidos de cadáveres humanos. Los principales inconvenientes de estos enfoques eran la 
disponibilidad limitada de material de partida y el contenido bastante bajo de la proteína de interés. Por otra parte, el 
riesgo de contaminación viral relativa a proteínas con aplicaciones médicas se mantuvo alto, especialmente cuando 
se extrajeron de tejidos humanos. En los años 80, la tecnología de ADN recombinante proporcionó alternativas a 
este tipo de problemas al permitir la producción en exceso de proteínas foráneas (proteínas recombinantes) en un 20 
organismo anfitrión determinado. De hecho, la insulina animal fue la primera proteína recombinante con aplicación 
médica que fue producida en la bacteria E. coli. En el momento actual, los cultivos de células animales y E.coli son 
las dos referencias para la bioproducción de proteínas recombinantes. 

Sin embargo, las bacterias son incapaces de producir proteínas complejas (glicosilada) y el cultivo de células 
animales es un procedimiento bastante caro que no puede excluir el riesgo de contaminación por virus animales. De 25 
este modo emergieron sistemas alternativos de bioproducción durante las últimas dos décadas, incluyendo plantas 
que se consideran que son seguras (no hay riesgo viral), capaces de producir proteínas complejas y poco costosas 
para crecer. Se prefiere el confinamiento de los sistemas de bioproducción de origen vegetal (en invernaderos para 
toda la planta, o biorreactores para cultivos de células y órganos vegetales) a las plantas cultivadas en el campo. Las 
raíces pilosas son un ejemplo de tal sistema de bioproducción confinado, ya que se pueden cultivar fácilmente en 30 
biorreactores y se pueden obtener los clones transgénicos para cualquier gen de interés. Este sistema de raíces 
concreto se genera después de la infección de la célula vegetal por Agrobacterium rhizogenes que naturalmente 
transfiere diversos genes bacterianos (genes rol) al genoma de la planta. Estos genes rol obligan a la célula vegetal 
infectada (de la raíz, hoja ...) a seguir un nuevo programa de desarrollo que conduce a la formación en el lugar de la 
infección de un nuevo sistema radicular: las raíces pilosas. A. rhizogenes puede ser modificado genéticamente con 35 
el fin de realizar la transferencia de un gen de interés (que codifica un agente biofarmacéutico) para la producción de 
raíces pilosas transgénicas. El tabaco (Nicotiana tabacum) es, con mucho, la especie vegetal más utilizada en gran 
parte para la producción de proteína recombinante pero se demostró que otros eran adecuados (Daniell et al., 
Trends in Plant Science, 2009). De hecho, es una especie bien caracterizada, que se utiliza principalmente en el 
ámbito académico y de la investigación aplicada. Se demostró que las raíces pilosas de Nicotiana tabacum eran  40 
capaces de producir y secretar no sólo la proteína GFP recombinante modelo sino también diversas proteínas 
relevantes para aplicaciones terapéuticas en la salud humana. 

Por ejemplo, el trabajo previo de Medina-Bolívar (Medina-Bolívar et al., 2004) mostró la acumulación de eGFP en el 
medio de cultivo de raíces de Nicotiana tabacum a 0,8 mg/L después de 21 días. 

Más recientemente, Woods et al. (Woods, et al. 2008, BMC Biotechnology, 8:95) han producido acetilcolinesterasa 45 
humana a partir de cultivos de órganos de raíces pilosas de  Nicotinia benthamiana. 

Compendio de la invención 

La presente invención se refiere a un método para obtener una proteína recombinante a partir de raíces pilosas que 
comprende las etapas de: 

a) transformar una planta con una cepa de Agrobacterium rhizogenes y/o con una cepa de Agrobacterium 50 
tumefaciens que comprenden los genes rol; 

y 

b) transformar dicha planta con un vector que contiene una casete de expresión que comprende un péptido señal y 
un gen que codifica dicha proteína recombinante; 
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en donde dicha planta pertenece a la familia Brassicaceae. 

También se describen cultivos de raíces pilosas obtenibles mediante las etapas de transformación descritas 
anteriormente. 

La memoria descriptiva describe un medio de cultivo que contiene una proteína recombinante obtenible mediante el 
método descrito anteriormente. 5 

La memoria descriptiva describe adicionalmente a una proteína recombinante obtenible mediante el método descrito 
anteriormente. 

De hecho, los autores de la invención han descubierto que las raíces pilosas obtenidas mediante la transformación 
de una planta perteneciente a la familia Brassicaceae con Agrobacterium rhizogenes son capaces de secretar 
grandes cantidades de proteína recombinante al medio extracelular. Como alternativa, se puede sustituir 10 
Agrobacterium rhizogenes por Agrobacterium tumefaciens, en presencia de los genes rol, conocidos por inducir la 
formación de raíces pilosas. 

Una ventaja de la presente invención es la simplificación de la recuperación y el procesamiento aguas abajo de la 
proteína recombinante. Otra ventaja es que la biomasa de las raíces no se destruye para la recuperación de 
proteínas y que se puede utilizar un cultivo dado para varios ciclos de producción de dicha proteína recombinante. A 15 
diferencia de las plantas cultivadas en campos en los que los factores ambientales (cambios de temperatura, sequía, 
ataques de plagas, uso plaguicidas/herbicidas ...) pueden afectar considerablemente al nivel de producción de la 
proteína recombinante, las condiciones de cultivo de raíces transgénicas en biorreactores están controladas y 
normalizadas que lleva a una producción homogénea entre los diferentes lotes. Por otra parte, las raíces no 
producen polen y no pueden sobrevivir fuera del biorreactor, lo que elimina el riesgo de difusión del transgén en el 20 
medio ambiente. 

El uso de especies de plantas comestibles durante varios cientos de años en la nutrición humana/animal es un buen 
indicador de su naturaleza inofensiva. En contraste con el tabaco, que se ha utilizado ampliamente en el pasado 
para este tipo de aplicación, y que pertenece a la familia de las solanáceas bien conocida por la capacidad de varios 
de sus miembro de especies para producir compuestos potencialmente tóxicos (alcaloides), incluyendo la nicotina. 25 

El uso de un sistema de raíces de plantas comestibles para la producción de proteínas recombinantes terapéuticas 
reduce de este modo los problemas de seguridad relacionados con la materia prima de partida antes de la 
purificación de las proteínas (sin virus animales). 

Des este modo, de manera ventajosa, el método de la invención permite la obtención de altos niveles de proteínas 
recombinantes, con costes de purificación/procesamiento de aguas abajo reducidos, permite una nueva formulación 30 
para productos biofarmacéuticos liberados oralmente y reduce los problemas de seguridad para la salud humana y el 
medio ambiente. 

Descripción detallada de la invención 

En un aspecto, la invención se refiere a un método para la secreción de una proteína recombinante a partir de raíces 
pilosas que comprende las etapas de: 35 

a) transformar una planta con una cepa de Agrobacterium rhizogenes y/o con una cepa de Agrobacterium 
tumefaciens que comprende los genes rol; 

y 

b) transformar dicha planta con un vector que contiene una casete de expresión que comprende un péptido señal y 
un gen que codifica dicha proteína recombinante; 40 

en donde dicha planta pertenece a la familia Brassicaceae. 

En una realización preferida, se utiliza una cepa de Agrobacterium rhizogenes. 

En otra realización, se utiliza una cepa de Agrobacterium tumefaciens. En esta realización, la cepa de Agrobacterium 
tumefaciens es capaz de inducir la formación de raíces pilosas si alberga un plásmido pRi que comprende los genes 
rol. 45 

Típicamente, las etapas a) y b) se realizan simultáneamente. 

En una realización, la propia cepa de Agrobacterium contiene una casete de expresión que comprende un gen que 
codifica la proteína recombinante. 

En otra realización, la etapa b) se lleva a cabo antes de la etapa a). 

E10305473
06-05-2014ES 2 461 941 T3

 



4 

En esta realización, las raíces pilosas se pueden obtener mediante la transformación de una planta transgénica que 
expresaba el gen de interés con una cepa de Agrobacterium en condiciones que inducen la formación de raíces 
pilosas. 

Por lo tanto, en una realización, la invención se refiere a un método como se ha descrito anteriormente, en donde la 
etapa a) y la etapa b) se llevan a cabo simultáneamente mediante la transformación de dicha planta perteneciente a 5 
la familia Brassicaceae con una cepa de Agrobacterium rhizogenes, en donde dicha cepa de Agrobacterium 
rhizogenes contiene una casete de expresión que comprende un gen que codifica dicha proteína recombinante. 

En otras palabras, la invención se refiere a un método para obtener una proteína recombinante a partir de raíces 
pilosas que comprende la etapa de transformar una planta con una cepa de Agrobacterium rhizogenes, en donde 
dicha planta pertenece a la familia Brassicaceae y en donde dicha cepa de Agrobacterium rhizogenes contiene una 10 
casete de expresión que comprende un péptido señal y un gen que codifica dicha proteína recombinante. 

Según se utiliza en la presente memoria, la expresión "planta perteneciente a la familia Brassicaceae" tiene su 
significado general en la técnica. Éste incluye cualquier planta de la familia Brassicaceae, también conocida como 
crucíferas, familia de la mostaza o familia de la col. 

Contiene más de 330 géneros y aproximadamente 3.700 especies, de acuerdo con Royal Botanic Gardens, Kew. 15 

Los géneros más grandes son Draba (365 especies), Cardamine (200 especies, pero su definición es controvertida), 
Erysimum (225 especies), Lepidium (230 especies) y Alyssum (195 especies.) Especies bien conocidas: Brassica 
oleracea (repollo, coliflor, etc.), Brassica rapa (nabo, col china, etc.), Brassica napus (colza, etc.), Raphanus sativus 
(rábano común), Armoracia rusticana (rábano picante), Matthiola (alheli), Arabidopsis thaliana (organismo modelo) y 
muchos otros. Entre estas especies, algunas producen raíces comestibles (nabo, rábano...). 20 

En una realización preferida, dicha planta perteneciente a la familia Brassicaceae se selecciona del grupo que 
consiste de Raphanus sativus, Raphanus sativus var. niger, Brassica oleracea L. Convar, Brassica rapa y 
Arabidopsis thaliana. 

Incluso más preferiblemente, dicha planta perteneciente a la familia Brassicaceae es Brassica rapa 

La transformación por Agrobacterium rhizogenes y/o Agrobacterium tumefaciens es un mecanismo bien conocido en 25 
la técnica. El experto está familiarizado con los diferentes mecanismos comúnmente empleados para llevar a cabo 
dicha etapa de transformación. De acuerdo con la especie que se vaya a transformar, se pueden utilizar para la 
infección diferentes partes de la planta (hipocótilos, hojas, etc.). Típicamente, la infección por Agrobacterium 
rhizogenes y/o Agrobacterium tumefaciens se lleva a cabo mediante la aplicación de un inóculo de Agrobacterium 
rhizogenes y/o Agrobacterium tumefaciens para sembrar los tejidos que han sido heridos anteriormente. 30 

Se pueden utilizar varias cepas de Agrobacterium rhizogenes para llevar a cabo la invención. Las cepas adecuadas 
incluyen, pero no se limitan a, la cepa TR7 de Agrobacterium rhizogenes, también conocida como ATCC 25818 y las 
cepas LBA 9402, A4T, A4, LBA1334, ATCC 11325, ATCC 15834 y LMG 155. 

En una realización preferida, dicha cepa de Agrobacterium rhizogenes es la cepa ATCC 25818. 

Se pueden utilizar varias cepas de Agrobacterium tumefaciens para llevar a cabo la invención. Las cepas adecuadas 35 
incluyen, pero no se limitan a, A. tumefaciens C58, C58C1, LBA4404, GV2260, GV3100, A136, GV3101, GV3850, 
EHA101, EHA105, AGL-1. 

La expresión "genes rol" según se utiliza en la presente memoria tiene su significado general en la técnica. Se refiere 
al grupo de genes bacterianos que son capaces de inducir la formación de raíces pilosas (Schmülling et al.,1988; 
Bulgakov et al., 2008 y sus referencias). Típicamente, los genes rol están albergados por un plásmido tal como un 40 
plásmido PRI. 

Según se utiliza en la presente memoria, el término "casete de expresión" tiene su significado general en la técnica. 
Se refiere a un constructo de ácido nucleico, que, cuando está presente en una célula dada en condiciones 
adecuadas, permite la expresión de un gen de interés. De acuerdo con la presente invención, dicho gen de interés 
es el gen que codifica una proteína recombinante que se desea producir y recoger. 45 

La casete de expresión puede estar contenida en cualquier vector de expresión adecuado. Típicamente, la expresión 
puede ser un vector binario, tal como el vector binario pRD400, que ha sido modificado para incluir el gen que 
codifica la proteína recombinante de interés. 

En una realización, dicha casete de expresión comprende un promotor, un péptido señal, un gen que codifica dicha 
proteína recombinante y una secuencia de poliadenilación. 50 

En una realización, el promotor es un promotor derivado de un virus que infecta plantas Brassicaceae (virus del 
mosaico de la coliflor). 
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En una realización preferida, dicho promotor es el promotor CaMV35S. 

En una realización, dicho promotor es un promotor inducible por calor o por nutrientes, tales como los promotores de 
la proteína de choque térmico (HSP) y del factor de transcripción (HSF) de Arabidopsis (William R Swindell et al., 
2007) o el promotor del gen At2g33830 de Arabidopsis. 

De acuerdo con la presente invención, la casete de expresión comprende un péptido señal. En una realización, dicho 5 
péptido señal es un péptido señal nativo incluido en el gen que codifica la proteína recombinante que va a ser 
expresada y secretada. En una realización alternativa, dicho péptido señal deriva de una planta Brassicaceae. En 
una realización preferida, dicho péptido señal es un péptido señal de la pectina metilesterasa AT1G69940 de 
Arabidopsis o una variante de la misma que difiere en una sustitución, deleción o adición de uno o varios 
aminoácidos, típicamente la adición de 1, 2, 3 o 4 aminoácidos. En una realización preferida, dicho péptido señal es 10 
el péptido señal mostrado en el SEQ ID NO: 1. 

El método de la invención es adecuado para la obtención de cualquier tipo de proteína recombinante. Según se 
utilizan, las expresiones "proteína recombinante" o "proteína heteróloga" o "proteína de interés" se utilizan 
indistintamente para referirse a una proteína que normalmente no es expresada por la planta que pertenece a la 
familia Brassicaceae, o no se expresa a niveles significativos. 15 

Las proteínas recombinantes adecuadas de acuerdo con la invención incluyen, pero no se limitan a, alergenos, 
vacunas, enzimas, inhibidores de enzimas, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, antígenos, toxinas, péptidos 
antimicrobianos, hormonas, factores de crecimiento, proteínas de la sangre (tales como albúmina, factores de 
coagulación, transferrina), receptores y proteínas de señalización, componentes proteicos de patrones biomédicos, 
componente proteicos de medios de cultivo celulares, proteínas de fusión o etiquetadas, péptidos y proteínas ricos 20 
en cisteína (puentes disulfuro), y proteínas vegetales glicosilada (tales como lectinas, papaína ..). 

En una realización preferida, dicha proteína recombinante se selecciona entre el grupo que consiste en anticuerpos 
monoclonales y fragmentos de anticuerpos (Fv de cadena sencilla ...), antígenos especialmente de fuentes 
bacterianas, víricas o fúngicas, alérgenos, inmunorreguladores, enzimas digestivas y proteínas liberadas oralmente 
con uso terapéutico (lipasa, pepsina ...). 25 

También se describe un cultivo de raíces pilosas obtenible mediante: 

a) transformación de una planta con una cepa de Agrobacterium rhizogenes y/o con una cepa de Agrobacterium 
tumefaciens que comprenden los genes rol; 

y 

b) transformación de dicha planta con un vector que contiene una casete de expresión que comprende un gen que 30 
codifica dicha proteína recombinante; 

en donde dicha planta pertenece a la familia Brassicaceae. 

También se describe un cultivo de raíces pilosas obtenible mediante la transformación de una planta con una cepa 
de Agrobacterium rhizogenes, en donde dicha planta pertenece a la familia Brassicaceae y en donde dicha cepa de 
Agrobacterium rhizogenes contiene una casete de expresión que comprende un gen que codifica dicha proteína 35 
recombinante, en donde dicha transformación se define como antes. 

En una realización, el medio de cultivo que contiene dicho recombinante se recoge y se utiliza directamente para 
aplicaciones futuras. 

También se describe un medio de cultivo de raíces pilosas que contiene una proteína recombinante, obtenible 
mediante el método descrito anteriormente. 40 

Ventajosamente, el medio de cultivo que contiene la proteína recombinante es adecuado para uso oral en seres 
humanos y/o animales sin ninguna etapa de purificación. 

En una realización alternativa, la proteína recombinante se obtiene después de una o varias etapas de purificación. 
Típicamente, el medio de cultivo primero se puede aclarar primero mediante filtración convencional o centrifugación 
a baja velocidad con el fin de eliminar los fragmentos celulares. La proteína de interés se hace precipitar a 45 
continuación, por una alta concentración de sal y se somete a diálisis o se fija directamente sobre una columna de 
cromatografía de afinidad. La proteína recombinante concentrado se puede liofilizar a continuación o se puede 
almacenar en un tampón de almacenamiento adecuado a baja temperatura. 

Los protocolos adecuados adaptados a cada proteína recombinante obtenible de acuerdo con la invención y a cada 
tipo de aplicación previsto son mecanismos convencionales en la técnica, y el experto en la técnica seleccionará 50 
fácilmente la etapa o etapas de purificación apropiadas, si las hubiera, para la aplicación deseada. 

E10305473
06-05-2014ES 2 461 941 T3

 



6 

También se describe una proteína recombinante obtenible mediante el método definido anteriormente. 
Ventajosamente, dicha proteína recombinante tiene una pureza de al menos 20%, preferiblemente al menos 25%, 
incluso más preferiblemente 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%. En particular, carece de proteínas 
animales y patógenos animales (virus, priones ...). 

La invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos no se deben 5 
interpretar en modo alguno como limitantes del alcance de la presente invención. 

Leyendas de las figuras 

Figura 1: representación esquemática del plásmido pRD400 que codifica 6XHis-eGFP (pRD400-gfp). 

Figura 2: cuantificación de 6XHis-eGFP tejido transgénicos de raíces pilosas de especies de Brassica rapa (VER) y 
Nicotiana tabacum (NT). 10 

Figura 3: contenido intracelular de eGFP en las diferentes partes de la biomasa de raíces cultivadas para las 
especies VER y NT. La parte central (zona 1) contiene los tejidos más antiguos, mientras que la parte periférica 
(zona 3) está compuesta por los tejidos de la raíz jóvenes en crecimiento. La zona 2 es una parte intermedia. El 
análisis se realizó para determinar la biomasa de las raíces cultivadas durante 20 o 40 días. 

Figura 4: Secreción de 6XHis-eGFP a lo largo del tiempo en cultivos de raíces de VER y NT. 15 

(A) Se tomaron muestras de 26 µl de medio de cultivo de raíz de Ver o Nt en los momentos indicados en el curso del 
cultivo y se analizaron en gel de acrilamida al 12,5%. Las proteínas secretadas totales se revelaron por medio de 
una tinción de Coomassie. Se cargaron 500 ng de 6XHis-eGFP expresada bacterianamente en el mismo gel como 
control cuantitativo y cualitativo. M: marcador molecular. 

(B) La concentración de 6XHis-eGFP secretada de las mismas muestras que el panel A se determinó mediante 20 
mediciones de fluorescencia. 

Figura 5: Análisis de transferencia Western de la producción de 6XHis-eGFP intra- y extracelular para cultivo de 
raíces de VER y TOU.  

Se analizaron los extractos de proteínas solubles totales (intra o extracelulares) de clones de raíces pilosas que 
expresan 6XHis-eGFP de TOU y VER mediante transferencia Western utilizando un anticuerpo anti-GFP primario. 25 
Se cargaron 50 µg de proteínas solubles para cada extracto de proteína total de la raíz. Para la detección de 6XHis-
eGFP secretada, se cargaron proteínas precipitadas de TCA a partir de 6 ml del medio de cultivo. TOUWT es un clon 
de raíz pilosa de tipo salvaje que no ha sido transformado con el constructo pRD400-gfp. TOU1 y TOU2 son dos 
clones independientes de la especie TOU que expresan 6XHis-eGFP. TOU1 es un cultivo de raíz de 21 días de 
edad, mientras que todos los demás clones se cultivaron durante 10 días. Se cargaron 100 ng de 6XHis-eGFP pura 30 
disponible en el mercado como control cuantitativo y cualitativo. 

Figura 6: Comportamiento de secreción de 6XHis-eGFP para cultivos de raíces pilosas de Nicotiana tabacum (Nt) y 
las tres especies comestibles Brassica rapa (Ver), Spinacia oleracea (MAT) y  Daucus carota (TOU), tal como se 
determina por mediciones de fluorescencia. 

Figura 7: Se cuantificó la 6XHis-eGFP secretada mediante fluorometría en el medio de cultivo de clones 35 
independientes de 20 días de edad. El número de identificación de cada clon independiente se indica en el eje de 
abscisas. Brassica rapa (VER), Raphanus sativus var. niger (NOI), Raphatius sativus (CER) y Brassica oleracea L. 
Convar (QUI) pertenecen a la familia Brassicaceae, mientras Nicotiana tabacum (Nt) pertenece a la familia de las 
solanáceas. No están representados en este gráfico los clones de Daucus carota (TOU) de la familia Apiaceae, que 
no producen ningún nivel detectable de 6XHis-eGFP secretada. 40 

Ejemplos 

I. Material y métodos 

A. plásmido binario recombinante para la expresión 6XHis-eGFP 

 La secuencia codificante de 6XHis-eGFP (p6XHIS-eGFP, Clontech) se clonó en los sitios de restricción 
Asp718 y BamHI del vector de expresión vegetal pRD400 (Datla et al., 1992), en marco con la etiqueta 6Xhis y la 45 
secuencia señal de secreción de la pectina metilesterasa AT1G69940 de Arabidopsis. Con el fin de mejorar la 
escisión del péptido señal, se añadió un dipéptido DP C-terminal a la secuencia del péptido señal de origen natural 
para dirigir MGYTNVSILLGLLMVFVTPMVFADP (SEQ ID NO: 1). La expresión génica es impulsada por un promotor 
CaMV35S duplicado para 6XHis-eGFP y un promotor Nos para el marcador seleccionable nptII (resistencia a la 
kanamicina). El plásmido resultante, pRD400-GFP tiene la secuencia mostrada en el SEQ ID NO: 2. 50 

Un cepa A. rhizogenes ATCC 25818 se había transformado mediante electroporación con el plásmido pRD400 vacío 
o que codificaba 6XHis-eGFP (pRD400-gfp) (véase la Figura 1). 

E10305473
06-05-2014ES 2 461 941 T3

 



7 

 B. Producción, selección y cultivo de raíces pilosas transgénicos 

    1. Especies de plantas y cultivo in vitro  

 Las siguientes familias y especies de plantas (abreviatura en paréntesis) se utilizaron para la producción de 
raíces pilosas: 

5 familias de 
plantas 17 especies de plantas ( abreviatura del nombre de la especie ) 

Apiaceae Daucus carota (TOU) 

Asteraceae Lactuca sativa (BRU) 

Brassicaceae 
Raphanus sativus (CER), Raphanus sativus var. niger (NOI), Brassica oleracea L. Convar (QUI), 
Brassica rapa (VER) 

Chenopodiaceae Spinacia oleracea (MAT) 

Solanaceae Nicotiana tabacum (Nt) 

 5 

Las semillas fueron adquiridas de Gondian (www.gondian.com). Se esterilizaron superficialmente con etanol del 70% 
durante 5 min, lejía al 7% durante 10 min y se lavaron 5 veces con agua estéril antes de colocarlas en un medio 
sólido MS de fuerza media de pH 5,8 con un suplemento de sacarosa al 1%. La germinación y el crecimiento de 
plántulas se produjeron a 22°C con un fotoperiodo de 16h luz/8h oscuridad. 

    2. Infección de plantas por Agrobacterium rhizogenes 10 

Los autores de la presente invención utilizaron la cepa de Agrobacterium rhizogenes TR7 (ATCC 25818) 
proporcionada por BCCM™/LMG Bacteria Collection, Laboratorium Voor Microbiologie, Universiteit Gent. 
Agrobacterium rhizogenes se cultivó en placas MGL (2,5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de triptona, 5 g/l de 
manitol, 5 g/l de NaCl, 1,16 g/l de Na-glutamato, 0,25 g/l de KH2PO4, 0,1 g/l de MgSO4, 1,0 mg/l de biotina, 8 g/l de 
agar, pH 7,0) eventualmente con un suplemento de 50 mg/l de kanamicina para la selección del plásmido binario. 15 
Los inóculos se prepararon a partir de 20 ml de cultivo bacteriano líquido desarrollado durante la noche a 25°C en 
medio MGL. La suspensión se centrifugó durante 5 min a 15.000 rpm y las células recogidas se resuspendieron en 
medio MGL de nueva aportación y se diluyeron hasta obtener una densidad óptica de 1 ± 0,1 a 600 nm. 

La infección de las plantas (a excepción de Nicotiana tabacum y  Daucus carota) se llevó a cabo pinchando con una 
aguja los hipocotilos de las plántulas de 3-10 días de edad y aplicando el inóculo de Agrobacterium con un hisopo de 20 
algodón estéril sobre la zona lesionada. Dependiendo de la especie de planta, las raíces pilosas emergieron desde 
el sitio dañado de 2 a 5 semanas después de la infección. 

Para Nicotiana tabacum, se cortaron por el pecíolo hojas jóvenes de plantas de 4 semanas de edad desarrolladas 
asépticamente sobre medio sólido MS de fuerza media con un suplemento de sacarosa al 1% y se transfirieron 
como piezas completas a medio sólido MS de fuerza media pH 5,8 con un suplemento de sacarosa al 3%. La vena 25 
central principal se seccionó a continuación longitudinalmente, partiendo del centro de la hoja hacia la extremidad del 
pecíolo. A continuación se aplicó el inóculo de Agrobacterium sobre la zona lesionada como se ha descrito 
anteriormente. Después de 4 días, las hojas se transfirieron a medio MS sólido con un suplemento de sacarosa al 
3% y 300 mg/l de cefotaxima sódica (medio MS3cef) con el fin de deshacerse de la Agrobacteria. Emergieron 
numerosas raíces pilosas de Nicotiana tabacum de la vena central de después de aproximadamente 4 semanas. 30 

Para Daucus carota, las 2 primeras hojas de plántulas de 10-14 días de edad se dañaron en la extremidad de 3-4 
folíolos utilizando un fórceps e inmediatamente se pintaron con un hisopo de algodón estéril empapado previamente 
en el inóculo de Agrobacterium. 

    3. Selección y cultivo de clones de raíces pilosas que expresan 6XHis-eGFP 

Se cortaron hipocotilos infectados que desarrollaban las raíces pilosas de las plántulas y se colocaron sobre medio 35 
MS3cef. Después de 7-10 días, se transfirieron de 15 a 40 puntas de las raíces pilosas independientes (con 
excepción de MAT para la que solo se encontraban disponibles 5 clones independientes) a medio sólido MS3cef de 
nueva aportación donde se hicieron crecer durante 2-4 semanas. Las puntas de las raíces que emergían de las 
hojas de Nicotiana tabacum o Daucus carota se trataron de una manera similar. Para cada clon, se verificó 
directamente un fragmento de raíz para determinar la expresión de GFP mediante la observación de la emisión de 40 
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fluorescencia utilizando un microscopio Nikon Eclipse 90i. Las fotografías se tomaron con una cámara digital Nikon 
Sight DS-5MC. Para cada especie, los 10 clones más brillantes se cultivaron adicionalmente en medio líquido. 

Para iniciar los cultivos en medio líquido, se transfirieron a continuación 5 piezas (aproximadamente 1 cm de 
longitud) de cada clon de raíz pilosa a un tubo de vidrio que contenía 5 ml de medio líquido B53cef que consistía en 
medio B5 (Duchefa) de pH 5,8 con un suplemento de sacarosa al 3% y 300 de mg/l de cefotaxima sódica y se 5 
cultivaron durante 10 días. Las raíces pilosas se cultivaron a continuación sucesivamente (cada vez durante 3 
semanas) en un matraz Erlenmeyer de 100 ml que contenía 20 ml de B53cef y en un matraz Erlenmeyer de 250 ml 
que contenía 100 ml de B53cef. Después de esas etapas destinadas a deshacerse de la Agrobacteria mediante el 
uso del antibiótico cefotaxima, las condiciones de cultivo convencionales fueron las siguientes: 100 ml de medio B5 
con un suplemento de sacarosa al 3%, pH 5,8 a 20-25°C bajo luz tenue, en un aparato giratorio Gerhardt RO20 (90 10 
rpm/min). Los clones de raíz se subcultivaron cada 3 semanas con 1 g de biomasa de raíces por 100 ml de medio de 
cultivo. 

Las raíces pilosas de Daucus carota se cultivaron en medio MW (Bécard et al.,1988) en lugar del medio B5. 

C. Cuantificación de 6XHis-eGFP mediante fluorometría 

Para la cuantificación de 6XHis-eGFP secretada, se añadieron 50 µl de Tris/HCl 1 M, pH 8 a alícuotas de 500 µl del 15 
medio de cultivo de raíz. La fluorescencia de 6XHis-eGFP se midió en un fluorómetro BioRad VersaFluo™ (filtro de 
excitación: 485-495 nm; filtro de emisión: 505-515 nm). La calibración del fluorómetro se realizó utilizando 6XHis-
eGFP recombinante asequible comercialmente (BioVision) a una concentración de 1 a 10 mg/L. 

Para la cuantificación de 6XHis-eGFP intracelular, el tejido de la raíz se trituró en nitrógeno líquido y se homogeneizó 
una alícuota del polvo de tejido obtenido (equivalente a una punta de espátula) en 500 µl de Tris/HCl 10 mM pH 8 20 
enfriado con hielo, y se centrifugó a 4°C durante 5 min a 14.000 g. La cuantificación de la proteína total del 
sobrenadante se llevó a cabo utilizando el método de Bradford y la muestra se diluyó con Tris/HCl 10 mM de pH 8 
hasta alcanzar una concentración total de proteínas de 50 mg/L. La muestra diluida se utilizó directamente para las 
mediciones de fluorescencia. La curva patrón se realizó utilizando 6XHis-eGFP recombinante asequible 
comercialmente (BioVision) diluida en extracto de raíz pilosa de tipo salvaje con una concentración total de proteínas 25 
de 50 mg/L. 

D. SDS-PAGE y transferencia Western 

Se tomaron muestras de alícuotas de medio de cultivo de raíces pilosas en los momentos indicados, se mezclaron 
con 1/3 del volumen de 3X tampón Laemmli y se hirvieron durante 5 min. Se cargaron 40 µl de cada muestra en 
acrilamida para SDS-PAGE al 12,5% y el gel se tiñó con azul Coomassie. Se utilizó 6XHis-eGFP expresada en E. 30 
coli (Biovisión) asequible comercialmente como control cuantitativo y cualitativo. 

Se llevaron a cabo transferencias Western sobre membranas de nitrocelulosa (Protean) utilizando el sistema de 
transferencia de BioRad de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. 

II. Resultados 

A. Nivel de producción de 6XHis-eGFP intracelular en Nicotiana tabacum (NT) y en las dos especies 35 

Brassica rapa (VER) y Daucus carota (TOU) 

    1. Observación microscópica de fluorescencia de 6XHis-eGFP  

 Se llevó a cabo la observación microscópica de las plantas transformadas con pRD400-GFP, y las plantas 
de control no transformadas, bajo luz blanca o azul. La luz azul permitió la observación de la fluorescencia verde 
6XHis-eGFP en las tres especies transformadas. 40 

    2. Cuantificación 6XHis-eGFP intracelular mediante fluorometría 

 Los clones de raíces pilosas transgénicas VER y Nt mostraron una tasa similar de producción 6XHis-eGFP 
intracelular durante la fase de crecimiento (~ los primeros 30 días). Después ~ 40 días de cultivo, las raíces pilosas 
de Nt mostraron un color parduzco característico de tejidos moribundos y dejaron de producir la proteína 
recombinante. En contraste, las raíces de VER mostraron un color de blanco a ligeramente amarillento y no solo 45 
continuaron produciendo 6XHis-eGFP sino que también aumentar su tasa de producción (Figura 2).  

De este modo, el envejecimiento de la raíz se corresponde con el aumento de la producción 6XHis-eGFP para la 
especie VER. Esto se confirmó mediante el análisis de las diferentes partes de la biomasa de las raíces cultivadas 
(Figura 3), que está compuesta por la zona central (zona 1: tejido de la raíz más antiguo), una intermedia (zona 2), y 
la parte periférica que consiste en tejidos de raíz muy jóvenes y en proliferación (zona 3). 50 

B. 6XHis-eGFP es secretada eficazmente por la especie Brassica rapa (VER)  
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 La acumulación de 6XHis-eGFP secretada en el medio de cultivo de cultivos de raíces pilosas de Brassica 
rapa (VER) y Nicotiana tabacum (Nt) se controló a lo largo del tiempo mediante SDS-PAGE y tinción de Coomassie. 
El alto nivel de secreción de 6XHis-eGFP por la especie RVE permite la observación directa de la proteína 
recombinante en el gel de acrilamida teñido con Coomassie como se muestra en la Figura 4 (panel A). Si bien la 
6XHis-eGFP secretada es detectada en el medio de cultivo de raíces de VER directamente desde el 10o día, la 5 
proteína recombinante es indetectable en el medio de cultivo de raíz de Nt. 

La emisión de fluorescencia de los medios de cultivo de los que se han tomado muestras (Figura 4, panel B) se 
corresponde con la presencia de la proteína 6XHis-eGFP de 26 kDa detectada en el gel teñido con Coomassie y 
confirma su acumulación para el cultivo de raíces de VER a lo largo de los primeros 51 días, alcanzando una 
concentración de 40 mg/L. Tanto la SDS-PAGE como el análisis fluorométrico revelaron la notable estabilidad de 10 
6XHis-eGFP en el medio de cultivo de raíces de VER. En contraste, la concentración 6XHis-eGFP en el medio de 
cultivo de Nt alcanzó un máximo de 1 mg/l después de 40 días, y se redujo drásticamente a partir de entonces. Este 
resultado está de acuerdo con trabajos previos (Medina-Bolivar et al., 2004) que muestran la acumulación de eGFP 
en el medio de cultivo de raíces de Nt a 0,8 mg/L después de 21 días. 

C. Brassica rapa (VER) está por delante de diversas especies de plantas por su capacidad para 15 

secretar 6XHis-eGFP 

 Con el fin de determinar si la acumulación a un alto nivel de 6XHis-eGFP es una especificidad de VER, se 
generaron raíces pilosas transgénicas que expresaban 6XHis-eGFP para otras diversas especies de plantas. Los 
autores de la presente invención analizaron en primer lugar mediante transferencia western la producción y 
secreción de 6XHis-eGFP por cultivos de raíces de TOU en comparación con el clon de VER caracterizado 20 
previamente (Figura 5). 

 Los resultados muestran que aunque la especie TOU produjo cantidades similares de 6XHis-eGFP 
intratisular, la proteína recombinante fue indetectable en el medio de cultivo en contraste con el cultivo de raíces de 
VER. Se pudo detectar 6XHis-eGFP para ambas especies de plantas en el extracto total de proteína soluble 
intracelular como se muestra por la revelación de una banda principal a aproximadamente 30 kDa, el tamaño 25 
esperado para 6XHis-eGFP. Por otra parte, la 6XHis-eGFP expresada en bacterias migra a la misma posición. 
También se reveló en estos extractos totales una banda minoritaria que probablemente representa un producto de 
degradación. La presencia de 6XHis-eGFP secretada se pudo detectar claramente en el medio de cultivo de raíces 
transgénicas de VER después de 10 días de cultivo, pero no para los cultivos de raíces de TOU, a los 10 ó 21 días 
de cultivo, lo que indica que, si bien era producida de manera eficaz en las células de TOU, 6XHis -eGFP no fue 30 
secretada por las raíces pilosas de esta especie vegetal. 

 Las mediciones de fluorescencia del medio de cultivo de raíz de Nicotiana tabacum (Nt) y tres especies 
comestibles Brassica rapa (Ver), Spinacia oleracea (MAT) y Daucus Carota (TOU) también confirman que Ver es la 
especie más eficaz para la secreción de 6XHis-eGFP (Figura 6). 

D. 6XHis-eGFP es secretada de manera eficaz por la familia Brassicaceae 35 

 Se sometieron a ensayo otras especies que pertenecen a la familia Brassicaceae para determinar la 
secreción de 6XHis-eGFP. 

La 6XHis-eGFP secretada se cuantificó mediante fluorometría en el medio de cultivo de clones independientes de 20 
días de edad. El número de identificación de cada clon independiente se indica en el eje de abscisas. Brassica rapa 
(VER), Raphanus sativus var. niger (NOI), Raphanus sativus (CER) y Brassica oleracea L. Convar (QUI) pertenecen 40 
a la familia Brassicaceae, mientras Nicotiana tabacum (Nt) pertenece a la familia Solanaceae. No se representan en 
este gráfico son los clones de Daucus Carota (TOU) de la familia Apiaceae, que no producen ningún nivel detectable 
de 6XHis-eGFP secretada. 

 La secreción más eficaz se observó con los clones derivados de la familia Brassicaceae. 

Conclusión 45 

 En conclusión, estos estudios demuestran que es posible obtener una buena producción y secreción en el 
medio extracelular de proteínas heterólogas a partir de raíces pilosas obtenidas de plantas transformantes 
pertenecientes a la familia Brassicaceae. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método para secretar una proteína recombinante a partir de raíces pilosas que comprende las etapas de: 

a) transformar una planta con una cepa de Agrobacterium rhizogenes y/o con una cepa de Agrobacterium 
tumefaciens que comprende los genes rol; 

y 5 

b) transformar dicha planta con un vector que contiene una casete de expresión que comprende un péptido señal y 
un gen que codifica dicha proteína recombinante; 

en donde dicha planta pertenece a la familia Brassicaceae. 

2. Un método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la etapa a) y la etapa b) se realizan simultáneamente 
mediante la transformación de dicha planta perteneciente a la familia Brassicaceae con una cepa de Agrobacterium 10 
rhizogenes, en donde dicha cepa de Agrobacterium rhizogenes contiene una casete de expresión que comprende un 
gen que codifica dicha proteína recombinante. 

3. Un método de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde dicha planta perteneciente a la familia Brassicaceae 
se selecciona del grupo que consiste en Raphanus sativus, Raphanus sativus var. niger, Brassica oleracea L. convar 
y Brassica rapa. 15 

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha planta perteneciente a la 
familia Brassicaceae es Brassica rapa. 

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicha cepa de Agrobacterium 
rhizogenes es la cepa ATCC 25818. 

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha casete de expresión 20 
comprende un promotor, un péptido señal, un gen que codifica dicha proteína recombinante y una secuencia de 
poliadenilación. 

7. Un método de acuerdo con la reivindicación 6, en donde dicho promotor es un promotor derivado de un virus que 
infecta plantas Brassicaceae. 

8. Un método de acuerdo con la reivindicación 7, en donde dicho promotor es el promotor 35S del virus del mosaico 25 
de la coliflor (CaMV35S). 

9. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde dicho péptido señal deriva de 
una planta de Brassicaceae. 

10. Un método de acuerdo con la reivindicación 9, en donde dicho péptido señal es un péptido señal del péptido 
señal AT1G69940 de la pectina metilesterasa de Arabidopsis o una variante del mismo, tal como el péptido señal 30 
mostrado en el SEQ ID NO: 1. 

11. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha proteína 
recombinante se selecciona del grupo que consiste en alérgenos, vacunas, enzimas, inhibidores de enzimas, 
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, antígenos, toxinas, péptidos antimicrobianos, hormonas, factores de 
crecimiento, proteínas de la sangre (tales como albúmina, factores de coagulación, transferrina), proteínas 35 
receptoras y de señalización, componentes proteicos de patrones biomédicos, componente proteicos de medios de 
cultivo celulares, proteínas de fusión o etiquetadas, péptidos y proteínas ricos en cisteína (puentes disulfuro), y 
proteínas vegetales (tales como lectinas, papaína..). 
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