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RESUMEN

Vibrio cholerae tiene importancia en la salud piblica debido al sindrome diarreico que
provoca al colonizar el intestino delgado, por accién de la toxina del célera (CT) compuesta
por la subunidad A (CTA) y un pentamero de subunidades B (CTB). Varios investigadores
han demostrado que CTB es un inmundgeno oral muy potente y eficiente acarreador de
epitopos relevantes, por lo que el disefio de sistemas alternativos de expresion y produccion
de esta proteina es fundamental para el desarrollo de una vacuna oral. Las plantas
{transgénicas se estan estudiando como sistemas novedosos de biomanufactura, con un
interés especial en las que produzcan proteinas de valor biomédico. La expresion de
antigenos microbianos en plantas comestibles y su uso para la inmunizacion oral de
mamiferos se ha realizado exitosamente. Con el fin de construir vehiculos de expresidn de
CTB en plantas y evaluar su funcionalidad mediante ensayos de expresion transitoria en
protoplastos de zanahoria, clonamos ctxB1.1 y ctxB0.4, que codifican la proteina CTB, en
los vectores de expresion para plantas pUI235-5.1 y PpUIEFI-S.1 que poseen,
respectivamente, los promotores P235S8CaMV y PeEFPAt. Se obtuvieron tres
construcciones: pUI235CTB1.1, pUI235CTB0.4 y pUIEFICTBO.3 las cuales introdujimos
junto con uno de los plasmidos pBI426, pBI221 o pBIN355-mGFP4, que contienen genes
reporteros (B-glucuronidasa o proteina verde fluorescente) mediante ensayos de
cotransformacién por electroporacion en protoplastos de zanahoria purificados por
sedimentacion o flotacién: los obtenidos por flotacién tuvieron la mayor densidad (30 x 10°
protoplastos/ml). A las 24 h de la cotransformacion el 44.6% de los protoplastos
coelectroporados a 675V/cm-800 uF con pBIN35S-mGFP4 expresaron la proteina verde
fluorescente, por lo que inferimos que estas condiciones fueron suficientes para la entrada
del ADN plasmidico. No detectamos actividad de p-glucuronidasa en protoplastos
cotransformados con pBI426 o mediante los pulsos eléctricos aplicados. En un ensayo de
inmunodeteccién por Western blot en los protoplastos coelectroporados, no encontramos

niveles detectables de CTB.




INTRODUCCION

Vibrio cholerae y Escherichia coli enterotoxigénica son bacterias Gram negativas
con importancia en salud publica debido a los sindromes diarreicos que provocan al
colonizar el intestino delgado de humanos y animales, que varian desde la “diarrea leve del
viajero” hasta deshidratacion severa (colera) que si no es tratada adecuada y oportunamente,
puede conducir a la muerte. Dichos sindromes diarreicos son causados por la accién de la
enterotoxina termolabil (LT) de E cofi y la toxina del colera {(CT) de V. cholerae. Estas
toxinas son proteinas estructural y funcionalmente muy similares (Sixma, 1991) cuya
quimica y genética se han estudiado extensamente.

La CT (producto del operdn ctx4B en el cromosoma de V. cholerae) es una proteina
oligomérica compuesta por la subunidad A (CTA) de 27.23 kDa (téxica por su actividad de
adenilato ciclasa) y un pentdmero de subunidades B (CTB) de 58.38 kDa (co_n‘ capacidad de
unidn al gangliésido GM presente en la superficie de células epiteliales), que es secretada a
través de la membrana exterior bacteriana al ambiente extracelular durante la colonizacion
del intestino (Mekalanos, 1983). Se ha demostrado que esta toxina es un inmundgeno
extremadamente potente (Elson, 1984), pero su uso como antigeno se restringe debido a su
capacidad toxica.

La prevencién del contagio, junto con el control de la dispersion de la enfermedad,
es una de las medidas mis importantes para eliminar el cdlera, que requiere, aparte de una
higiene adecuada, una vacuna efectiva, cuyo desarrollo es objeto de investigacion de
numerosos grupos cientificos.

Entre las vacunas desarrolladas contra el colera estan las vacunas de organismos
completos atenuados ¢ muertos, lipopolisaciridos y toxoide administrados por via
parenteral, que inducen escasa proteccion de muy corta duracion contra la infeccion,

Las vacunas consistentes en células bacterianas muertas combinadas con CTB
(vacuna B-WC) administradas oralmente, han conferido hasta 85% y 75% de proteccion
contra colera y contra E. coli enterotoxigénica respectivamente (Mekalanos, 1994), cuya
eficacia protectora se cree es debida, principalmente al componente CTB que permite

estimular una respuesta inmune local en la mucosa intestinal que se traduce en niveles altos



de anticuerpos IgA antitoxina y antibacterianos {(por ¢l componente celular), asi como en
memeoria inmunoldgica duradera (Holmgren, 1992). Sin embargo sus principales limitantes
son su proceso complejo y caro de manufactura y su eficacia reducida contra cepas
diferentes al biotipo clasico de V. cholerae (Mekalanos, 1994).
Finalmente mencionaremos las cepas de V. cholerae recombinantes con delecién
del gen cxA utilizadas como vacunas contra el colera que han mostrado ser seguras y
protectoras (una dosis confiere 89% de proteccion contra el colera)(Spangler 1992;
Holmgren, 1992), Entre las principales desventajas de estas vacunas estan los efectos
colaterales moderados como diarrea, ndusea, fiebre, etc. Debido a estas reacciones adversas
que pueden provocar las vacunas basadas en organismos completos, se ha propuesto el uso
- de péptidos sintéticos para obtener “vacunas antipéptidos” o “vacunas de subunidades”, que
consisten en las proteinas inmunogénicas purificadas del agente infeccioso que sen
responsables de la respuesta inmune protectora (Bloom, 1989). Al respecto, Guyén-Gruaz
y col, (1986) demostraron que la administracion oral o intraperitoneal en ratones, de un
péptido sintético que incluye los aminoacidos 50 a 75 de CTB condujo 2 la formacion de
anticuerpos policlonales séricos capaces de neutralizar la toxicidad de CT. Este trabajo
constituye uno de los primeras investigaciones exitosas de inmunizacion oral en ratones, con
péptidos sintéticos, aunque entre de sus principales limitantes estd el costo de la produccidn

de péptidos sintéticos para su aplicacién como vacunas.

Plantas transgénicas como sistemas de expresién de inmunégenos

La manipulacion genética de plantas por técnicas de ADN recombinante ha permitido que
las plantas transgénicas, a las que se les ha incorporado secuencias de ADN foraneo, puedan
servir como biorreactores para la produccion de proteinas de interés medicinal o
farmacéutico (Watson, 1992).

Para lograr la expresion de transgenes en plantas, se siguen dos estrategias
diferentes; la transformacién genética estable del genoma nuclear (por la introduccion
de genes forineos mediada por la infeccion con Agrobacterium y el uso de vectores T-DNA,
o por transformacion directa del DNA) que genera plantas con la capacidad permanente de

expresar el transgen a niveles constantes o inducibles; y la expresidn transitoria, la cual




puede ser medida por la expresion de genes reporteros o de los genes blanco de los
vectores introducidos por métodos de transformacién directa del DNA plasmidico mediada
por; biobalistica, electroporacién, sustancias quimicas o con vectores virales (virus
patogénicos de plantas manipulados genéticamente) (Arntzen, 1997).

Actualmente las plantas se estan estudiando como sistemas novedosos de
biomanufactura, con un interés especial en las que produzcan proteinas de valor
farmaucético potencial o “vacunas de subunidades” debido a que grandes cantidades del
inmundgeno podrian producirse a un costo relativamente bajo. Las plantas transgénicas que
expresen antigenos en sus tejidos comestibles pueden usarse como sistemas economicos de

produccion y administracion de vacunas comestibles (Mason, 1995).

Entre las investigaciones recientes que han aplicado la estrategia de transformacion
genética del genoma nuclear para el desarrollo de vacunas comestibles, estén las realizadas
por Mason y col. (1992) quienes demostraron la expresién del antigeno de superficie del
virus de la hepatitis B (HBsAg) en hojas de plantas de tabaco en las que habian introducido
el gen de la proteina HBsAg. El antigeno recombinante (rHBsAg) resultante, que fue
obtenido a niveles de 0.01% de la proteina total soluble de hojas de las plantas transgénicas,
fue reconocido especificamente por anticuerpos monoclonales inducidos por HBsAg
presente en el suero de pacientes con hepatitis B. Posteriormente Thanavala y col. (1995)
reportaron que la respliesta inmunologica hacia el rtHBsAg purificado de las hojas de plantas
transgénicas de tabaco es cualitativamente similar a la respuesta obtenida al inmunizar
ratones con ¢l rHBsAg producido en levaduras, que hoy en dia constituye la vacuna
recombinante contra la hepatitis disponible en el comercio.

Mis recientemente Dalsgaard y col. (1997) aplicando la estrategia de expresion
transitoria en plantas mediada por virus, lograron la expresién de la proteina VP2 de la
capside del virus de la enteritis del vison (MEV) en plantas de Vigna unguiculata, al ser
infectadas con particulas virales quiméricas del virus del mosaico del garbanzo (CPMV) que
contienen la secuencia codificante del epitopo VP2. De manera muy importante, encontraron
que la administracién subucutanea de I mg de particulas virales quiméricas (CVP)
purificadas a visones sanos y posterior exposicion a MEV les confirié proteccion contra la

enfermedad provocada por el virus, sin el desarrollo de ningiin sintoma clinico.
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ANTECEDENTES

La subunidad B de la toxina del célera como inmunégeno oral
Los anticuerpos neutralizantes contra CT reaccionan principalmente con CTB (Mekalanos,
1983; Apter, 1993), por lo que CTB se ha propuesto como un inmunégeno oral eficiente
que estimula la formacién de anticuerpos intestinales de clase IgA, ademas de generar
memoria inmunoldgica duradera, que ofrece proteccidn tanto contra el colera como contra
la diarrea causada por E. coli enterotoxigénica (Dertzbaugh, 1993).

La CTB puede utilizarse como un vehiculo de otros antigenos o epitopos relevantes
fusionados quimica o genéticamente con ella para inducir la inmunizacién de mucosas
(Czerkinsky, 1989 ).

Se han construido varios vectores recombinantes de ctxB en Vibrio cholerae
(Sanchez, 1989), en los cuales se han fusionado oligonucletidos que codifican para
epitopos relevantes al extremo amino ¢ carboxilo terminal de la subunidad B de la LT (LTB)
para lograr la sobreexpresion de proteinas hibridas (Sanchez, 1988; Sanchez, 1990). La
aplicacion de estos sistemas de sobreexpresién de c&xB en V. cholerae en vacunas como la
B-WC o en vacunas de subunidades tienen limitantes, ya que requiere fermentadores a gran
escala y protocolos estrictos de purificacion para obtener suficientes cantidades de proteina
recombinante para su administracion por via oral, por lo que los costos de su produccién son
altos en paises en vias de desarrollo. Actualmente se investigan otros sistemas alternos de su
produccion, como las plantas transgénicas.

La construccion de sistemas de inmunizacion para enteropatdgenos microbianos
basados en plantas comestibles, puede ser una alternativa més barata que los sistemas
convencionales de fermentacién para la produccidn de vacunas, ya que las plantas pueden
crecer econdmicamente en grandes cantidades usando sblo energia solar y las técnicas
agricolas adecuadas. Ademés las vacunas recombinantes basadas en plantas comestibles
serfan ficiles de transportar y administrar en las zonas rurales donde no existen sistemas de
refrigeracion requeridos para la preservacién de vacunas obtenidas de manera tradicional.
Los titulos de anticuerpos podrian reforzarse por la administracién oral de vacuna

comestible presente en tejidos vegetales cuando los titulos protectores declinan. De esta




manera las plantas comestibles pueden ser una fuente contfnua de vacuna oral para dosis de
refuerzo (Arakawa, 1998).

La produccién de CTB pentamérica en plantas comestibles puede ser muy 1til en
proporcionar de manera segura y a bajo costo la inmunizacién de las mucosas contra otros

patogenos entéricos que pueden ser controlados por vacunas de subunidades recombinantes.

Administracién de inmunédgenos expresados en plantas transgénicas comestibles

Hag y col. (1995) construyeron plantas de tabaco y de papa transgénicas introduciendo el
gen de LTB en dos vectores de expresion (pLTB-110 y pLTK-110) que se transfirieron a las
plantas mediante transformacién con Agrobacterium tumefaciens. Extractos de las plantas
transformadas con pLTK-110 contenian mas de 14 pg de antigeno recombinante/g de
proteina soluble total en hojas de tabaco y 110 pug de antigeno recombinante/g de masa total
de microtubérculos de papa. Los mismos autores determinaron la inmunogenicidad oral
dando a ratones Balb/C por via intragastrica un extracto crudo soluble de las hojas de tabaco
transformadas con pLTK-110; cadz dosis tenia 12.5 pg de antigeno recombinante que se
administré los dias 0, 4, 21 y iS de! tratamiento. Los ratones tratados formaron anticuerpos
contra LTB por lo que ésta resulté inmunogénica. Los ratones que ingirieron papas
transgénicas (una sola dosis de 15 a 20 pg de rLTB) desarrollaron anticuerpos especificos
de clase IgG en €l suero y de clase IgA en las mucosas;. los anticuerpos preducidos contra
LTB derivada de plantas de tabaco fueron capaces de neutralizar la actividad de LT. Estos
resultados indicaron la posibilidad de usar componentes comestibles de plantas transgénicas
como sistemas de expresion y aplicacion de vacunas orales.

Lz seleccion del sistema vegetal para la administracion de la vacuna comestible es
importante ya que es necesario expresar la proteina inmunogénica en una planta que sea
consumida en forma cruda para evitar la desnaturalizacién de la vacuna por cocimiento.
Entre los actuales modelos experimentales se incluyen los tubérculos de las papas (sin
embargo, dentro de la dieta humana la papa se incluye como alimento cocido).

Usando como vegetal comestible la papa, Mason y col. (1996) expresaron fa

proteina recombinante de la capside del virus Norwalk (rNV) en tubérculos de esta planta.



La proteina resultd oralmente inmunogénica en ratones que comnsumieron los tubérculos
transgénicos y desarrollaron anticuerpos IgG séricos especificos para INV.

La demostracidn de la produccion de LTB en plantas transgénicas, una molécula
relacionada con CTB, abre el campo para la exploracion de la expresion de esta subunidad
en sistemas vegetales. Hein (1996) y colaboradores construyeron vectores binarios de
expresion de cfxd y ctxB que transfieron via Agrobacterium a plantas de tabaco. Estos
investigadores encontraron que las plantas transgénicas con el gen cfxB contenian una
proteina que migrd en un sistema de electroforesis de SDS-PAGE en presencia de urea 8M
en la misma posicion que CTB monomérica derivada de V. cholerae y fue reconocida por
un anticuerpo de raton anti CTB. En ausencia de urea, los extractos de las plantas con el gen
CTB mostraron evidencia de CTB pentamérica. Las plantas que expresaron las proteinas
CTA o CTB no demostraron diferencias en el patron de expresion de proteinas con las
plantas silvestres, como se vi6 en geles de acrilamida SDS-PAGE tefiidos con azul
Coomasie.

Arakawa y col. (1998) crearon papas transgénicas que expresan CTB pentamérica
con las cuales lograron la inmunizacion oral de ratones CD-1. Con el vector pPCV701FM4-
CTB:SEKDEL (el cual posee el cassette de expresion /uxF/CTB:SEKDEL) con los
promotores bidireccionales P1 y P2 de la manopina sintasa (mas) flanqueados por los
extremos derecho e izquierdo de la secuencia T-DNA (en la cual la sefial de retencién de
reticulo endoplasmico SEKDEL se fusiond al extremo 3'del gen cxB). Después de la
transformacion de hojas de papa mediada por Agrobacterium, CTB se expres6 tanto en el
microtubérculo como en las hojas, por arriba del 0.003% de la proteina soluble total.
Ademés los monémeros de la proteina quimérica se ensamblaron en pentimeros que
exhibieron antigenicidad nativa , la cual se unié especificamente al gangliosido GMI (lo que
indicd que se retuvo la actividad biclégica de CTB). Un gramo de microtubéreulo de papa
transgénica o tejido calloso de hoja produjo aproximadamente 30 ng de CTB pentamérica y
la cantidad de CTB fue uniforme en los tejidos de papa transformados. Después de hervir los
tubérculos hasta que el tejido se suavizara detectaron 50% de CTB en su forma
pentamérica, capaz de unirse 2 GM1. Este material se utilizd para la inmunizacién de ratones
durante 1 mes con 4 dosis semanales con un refuerzo final en el dia 65. Los ratones

inmunizados con 30 pug de CTB bacteriana o 3 g de tejido de papa transformada mostraron



titulos similares de IgA en la mucosa en el dia 70 del tratamiento. Probaron la neutralizacion
de 1a CT por el antisuero anti-CTB proveniente de ratones inmunizados con 3 g de papa
transgénica en células Vero encontrando un titulo de neutralizacién de 1:8 (definido como

Ia dilucién de suero mas alta que dié neutralizacion completa de la citotoxicidad por CT).

Evaluacién de 1a expresién génica por ensayos de expresién transitoria

Entre los métodos de transformacién que permiten la introduccion directa de DNA en
plantas esta la electroporacién, que consiste en la descarga de pulsos eléctricos que
permeabilizan reversiblemente las biomembranas (Fromm, 1985). En plantas los protoplastos
gislados de hojas, callos o cultivos celulares en suspension son utilizados para los
experimentos de electroporacidn. Los protoplastos son idoneos para electroporacidn debido
a la carencia de pared celular a pesar de que tienen una alta mortandad por el tratamiento
enzimatico y el shock eléctrico (Saunders, 1995). La transferencia directa del DNA a
protoplastos por electroporacién constituye un eficiente y rapido sistema de monitoreo de la
expresion génica que permite la evaluacion de construcciones consistenies en el gen
reportero o gen blanco con distintos promotores, potenciadores (enhancers) de la
transcripeidn o traduccion, intrones y sefiales de terminzcion y poliadenilacidn de diversas
ﬁ:e:nt&s.

Se denomina gen reportero a aquel gen cuyo producto proteico es usado para
estimar la funcionalidad de las regiones regulatorias y de terminacion de genes en sistemas
homélogos o heterologos de las secuencias bajo estudio y que nos indican la complejidad de
la regulacién del gen donador de la secuencia. Entre los genes reporteros que se han
utilizado en plantas, estin la ncomicina fosfotransferasa (NPTII), cloramfenicol acetil
transferasa (CAT), B-glucuronidasa {GUS) (Davey, 1989) y GFP {Chiu, 1996),

El gen widd de E. coli K12, que codifica la B-glucuronidasa (GUS), ha sido
ampliamente empleado como gen reportero en estudios de expresion en tejidos vegetales por
ser una enzima muy estable, con niveles minimos o nulos de actividad endégena en plantas
superiores, ademis de que puede ser detectada pocas horas después del evento de
transformacion (Jefferson 1987).

La proteina verde fluorescente (GFP) proveniente de la medusa Aequorea vicioria
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es un eficaz reportero en estudios de la expresion transitoria y estable en plantas (Reichel,
1996; Chiu, 1996). GFP emite luz verde brillante (A max 509 nm) cuando se excita con luz
UV o azul (A max= 395 nm, pico menor a 470 nm). El cromé&foro en GFP es intrinseco a la
estructura primaria de la proteina, y la fluorescencia de GFP no requiere sustrato ni cofactor
(Niwa, 1996), razdn por la cual se puede observar su expresion directa en células, tejido u
organismo transformado con este gen reportero.

Una gran mayoria de los estudios realizados con la transformacion directa de
protoplastos se han realizado con un solo vector para expresar tanto el gen reportero como
¢l gen blanco, sin embargo a veces no es posible localizar en el mismo plasmido a ambos
genes por lo que la cotransformacion de protoplastos es posible cuando se mezclan dos o
mas plismidos durante la liberacion del shock eléctrico. Schocher y col. {1986} mostraron
que después de la transformacion de protoplastos de tabaco con pABDI (que porta el gen
. NPTI) y pMS] (con el gen de la- zeina), 83% de las colonias celulares resistentes a
kanamicina contenian secuencias de la clona genémica de zeina. En experimentos con
pABD1 y pGV0422 (que porta el gen de la nopalina sintasa, nos), 47% de las colonias

resistentes a kanamicina contenian el gen nos.




JUSTIFICACION

La construccién de vectores para la expresion de CTB en plantas permitiria transformar
células vegetales que por regeneracion originarian plantas adultas con uso potencial como
“vacunas comestibles”.

La zanahoria (Daucus carota) tiene caracteristicas deseables como sistema de
expresion de vacunas comestibles, por ser un vegetal incluido en la dieta humana y que no
requiere ser cocido para su consumo. [. carota es ademas una planta modelo, en la que se
han realizado varios estudios de regeneracion y embriogénesis a partir de células individuales
y de transformacién mediada por infeccién con Agrobacterium.

Como la introduccion de DNA a protoplastos vegetales mediante electroporacién
permite desarrollar sistemas de expresion transitoria para evaluar  rapidamente la
funcionalidad de construcciones génicas, la introduccion de vectores de expresion de CTB a
protoplastos de zanahoria mediante electroporacién podria servir para eveluar la
fm;cionalidad de dichas construcciones, antes de realizar [a transformacion estable con elias

y obtener zanahorias transgénicas.
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OBJETIVOS

General

Construir vehiculos de expresion de CTB y evaluar su funcionalidad en ensayos de expresion

transitoria de genes reporteros y de CTB en protoplastos de zanahoria.

Particulares

Construir tres vehiculos de expresién de CTB usando como base los vectores pUI235-5.1
y pUIEFI-5.1, que poseen respectivamente los promotores constitutivos en plantas el
P235SCaMV y el PeEF-1f de A. thaliana.

Cotransformar  protoplastos de zanahoria mediante electroporacion  empleando
simultineamente los vectores de expresion de CTB (pUI235CTB1.2, pUI235CTB04 y
PUIEFICTBO0.3) con los plismidos pBI426, pBI221 que portan el gen reportero que
codifica la B-glucuronidasa y pBIN355-mGFP4 que posee el gen reportero de la proteina

verde fluorescente.

Evaluar la eficiencia de la transformacion por deteccién de la expresion de los reporteros
B-glucuronidasa y GFP.

Determinar mediante inmunodeteccién por Western blot, la expresién de rCTB en los

protoplastos cotransformados con los genes reporteros.
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MATERIALES Y METODOS

La estrategia experimental general que se siguio fue la siguiente:

Construccién de los vehiculos de expresion de CTB:
*Purificacion del ADN plasmidico por lisis alcalina

* Restriccion y ligacion del ADN plasmidico

Transformacién de protoplastos de zanahoria:
* Obtencion de protoplastos de zanahoria
* Cotransformacion por electroporacion de los protoplastos

con los plasmidos de CTB maés los pasmidos con genes reporteros.

Deteccion de reporteros Deteccién de rCTB
* Ensayo espectrofotométrico de la * Western blot de los lisados de
actividad de B-glucurcnidasa los protoplastos electroporados

* Observacion directa de expresion
de GFP por microscopia de

fluorescencia
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I. Construccién de los vectores de expresion de CTB

Los plasmidos utilizados para la construccion y deteccién de los vehiculos recombinantes y

algunas de sus caracteristicas se mencionan en la Tabla 1.

Tabla 1. Pldsmidos utilizados para la construccién y deteccién de los vehiculos recombinantes.

Plismidos Caracteristicas relevantes

piS18 (5.0 kb) pkk223V con el gen quimérico de cfxB como inserto EcoR 1/Hind 1Ii de 0.42 kb
(incluye secuencia codificante de péptido lider de LTB y secuencia codificante de
CTxB madura).
Usado para expresar ctxh en Escherichia coli y Vibrio cholerae.

PAIDO4 (3.9 kb) pUCI1S con crxb quimérico como inscrto EcoR I/Hind 111 de 1.1 kb (que ademis de

la secuencia codificante del péptido lider de LTB y secuencia codificante de CTB
madura, incluye Ia regién 3° no traducida del gen cixB).

pUI235-5.1 (9.5 kb)

Vector binario que posee los extremos flanqueantes del T-DNA del plismido Ti y
el gen de seleccién nmpul. Es utilizado para la expresibn en plantas por
transformacién mediada por A. fumefaciens. Tiene como base al vector pGV1511
con ¢l promotor doble 35 § del CaMV (P2355CaMV), que tiene multisitios de
restriccién @nicos.

pUIEFI-5.1 (9.3 kb)

Vector para la expresién en plantas con caracteristicas similares posee ¢l promotor
del gen eEF-18 de Arabidopsis thaliana (PeEF-1PAt), el primer intrdn y dos
exones de eEF-18.

pBI426 (6.3 kb)

PUCI8 con el promotor P2355CaMV y el potenciador O del virus del mosaico del
tabaco gen bifuncional widd-npt!l que estd bajo ¢l control del promotor doble
CaMV35s,

pBI221.1 (5.6 kb)

pUC19 con el inserto Hindll/EcoR] P355CaMV-uid4-NOS en la region lac Z.
Expresa el reportero p-glucuronidasa.

pBIN355-mGFP4

pBIN19 con la secuencia codificante para el gen reportere gfp delimitada por
BamHi y Sacl y con ¢l promotor P2355CaMV,

pZero (3.3 kb)

Promotor Plac, gen fusionado lacZa-ccdb. Vector para la clonacion de genes por
seleccion directa de transformantes, via ruptura del gen letal ccdb
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La secuencia def gen c/xB nativo predice una proteina de 124 aminodcidos con una
masa molecular de 11.67 kDa que incluye un péptido sefial de 21 residuos.

Fl plasmido pAl004 posee el gen ctxB quimérico que posee la region 3° o traducida
(aproximadamente800 pb) del gen ctxB (proveniente de la cepa Ogawa clasica 0395 de V.
cholerae) que tiene importancia para la expresion de ctxB en V. cholerae. El plasmido
pIS18 posee el gen quimérico c/xB sin esta region 3° y el gen se colocd bajo el control del
promotor tac. Sanchez y col. (1990) crearon este gen quimérico de cfxB por insercion de la
secuencia codificante del péptido lider de LTB de E. coli enteropatogena en sustitucion del
péptido lider original en CTxB, en el que la secuencia codificante de la proteina madura
CTxB estd fusionada (por su extremo 5° Nde I) al extremo 3" Sac I de la secuencia
codificante de! péptido lider de LTB (mediante un linker de seis deoxinucleotidos sintéticos)
y se ha retirado la regién 3’ no traducida para dejar solamente la secuencia codificante de la
proteina CTB madura que consta de 103 aminoacidos.

ctxBl.1 y ctxBO.4 son las secuencias de 1.1 y 0.42 kb que contienen el gen cixB
delimitados por sitios EcoRI y HindIll que fueron aislados de geles de agarosa preparativos.
El primero es un fragmento derivado de pA1004 y el segundo es un fragmento de 0.42 kb
proveniente de pJ$18 (Tabla 1) ambos plasmidos fueron proporcionados por et Dr. Joaquin
Sanchez (Depto. de Biologia Molecular del CIEIP del INSP, SSA, Cuernavaca, Mor.).

Para lograr la clonacion de los insertos CTB/.f y CTB0.4 en los vectores pUI233-
5.1 y pUIEFI-5.1 que contienen respectivamente, los promotores doble 358 (P235S) y el
promotor eEFP de A. thaliana (PeFPAt) (Kay y col. 1987 y Gidekel y col. 1996)
constitutivos en plantas, se siguieron los protocolos de restriccion y ligacion como lo
recomiendan los folletos que comercializan las enzimas de restriccion y ligacion.

Se utilizé Escherichia coli DH50. como cepa receptora para la transformacion con

los plasmidos recombinantes construidos en este trabajo.

1.1 Aislamiento y purificacién del ADN plasmidico

Todos los plasmidos utilizados en este trabajo se aislaron por el método de lisis alcalina
como se describe en e! manual de Sambrook y col. (1989).

Para construir los plasmidos recombinantes se utilizaron preparaciones de ADN
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plasmidico a pequefia escala (minipreps) obtenidas de la siguiente forma: la cepa bacteriana
con el plismido de interés se sembré en estrias sobre cajas Petri con medio LB sélido con
adicién del antibidtico correspondiente (para mantener el plasmido y seleccionar
transformantes). Las placas fueron incubadas durante 16-18 h a 37°C, se inoculd una de las
colonias aisladas en 3 ml de caldo LB con antibidtico en tubos de ensayo de 15 ml. Después
de su incubacién a 37°C con agitacién constante de 200 rpm durante 14 h, el cultivo se
centrifugé en tubos Eppendorf (o de microcentrifuga) estériles a 15000 rpm durante 1 min.
Se decanté el sobrenadante y se secaron los tubos por colocarlos boca abajo sobre papel
absorbente, posterior a lo cual la pastilla obtenida sin ningun residuo de medio de cultivo,
fue resuspendida en 150 pi de solucién I (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM y Tris-Cl 25 mM,
pH 8.0); posteriormente se afiadieron 300 pl de solucion II (NaOH 0.2 N y SDS 1%)
preparada al momento de su uso, la mezcla se agitd por inversion del tubo varias veces y se
incubd en hielo por 5 min. Se agregaron 225 pl de solucion II (Acetato de potasio 5 M,
ajustado a pH 4.8 con 4cido acético glacial) preenfriada y después de mezclar por inversion
varias veces y mantener en hiclo durante 15 min se centrifugd a 15000 rpm durante 10 min
a 4°C. El sobrenadante fue centrifugado a 15000 rpm por 5 min después de haber sido
transferido a un tubo nuevo de microcentrifiga al que se le agregd 1 volumen de
isopropanol frio que se mantuvo a -20°C por 30 min. Para purificar el ADN plasmidico la
pastilla fue resuspendida en 200 pl de agua estéril con 1.5 pl de RNAsa {20 pg/ml) sin
actividad de DNAsa (eliminada por ebullicién durante 10 min) y se incubd a temperatura
ambiente durante 1 h. Se agregaron 250 pl de fenol, se mezcld por inversion, se afiadieron
250 ul de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se agitd hasta obtener una mezcla
homogénea que se centrifugé a 15000 rpm durante 1 min. La fase acuosa se recuperd en un
tubo nuevo de microcentrifuga y se repitié el lavado con fenol y luego con cloroformo-
alcohol isoamilico. Para aseguramos de eliminar residuos de fenol, se agregaron 250 pl de
cloroformo a la fase acuosa, se agitd y centrifugd a 1500 rpm durante 1 min. Se mezclo la
fase acuosa con dos volimenes de etanol absoluto y un décimo deé volumen de solucidn III
preenfriados a -20°C y se centrifugd a 15000 rpm por 15 min. Después de desechar el
sobrenadante y resuspender la pastilla en 500 nt de etanol al 70%, se centrifugd nuevamente

a 15000 rpm por 15 min. La pastilia se secd {(por inversién de los tubos sobre papel

21




absorbente y eliminacién total del alcohol por evaporacion) y finalmente se resuspendio en
50 pl de agua estéril.

Los plasmidos construidos también se aislaron de la forma anterior, solo que en
mayor escala (partimos de cultivos de E. coli transformados con los vectores construidos,
en 50 ml de LB. E! ADN plasmidico fue purificado por eluir el sobrenadante de la lisis
alcalina en  columnas QUIAGEN (Palo Allo California) siguiendo el protocolo

recomendado por la compaiiia fabricante.

1.2 Manipulacion del ADN in vitro
Todas las digestiones con endonucleasas de restriccion y ligacién del ADN se realizaron de
acuerdo a las condiciones recomendadas por el distribuidor (Boerinherg, Manheim,

Alemania).

Restriccion del ADN

Se realizd en voltmenes de reaccion de 20 pl consistentes en 2 ul del amortiguador (10x)
correspondiente a la enzima de restriccion apropiada para los sitios (nicos presentes en los
vectores de clonacién, de la cual se utilizaron de 1a 2 unidades y 0.2 a 1 pg del ADN
sustrato en solucién acuosa y se realizaron las incubaciones por lo menos 1 ha 37°C.

La concentracion del ADN fue determinada por tincion con bromuro de etidio en
geles de agarosa y comparando la intensidad de fa banda con la de los marcadores de peso
molecular de concentracion conocida (200-250 ng por banda).

Los fragmentos de restriccion obtenidos fueron separados por electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X . Se aplicé en cada pozo el
ADN plasmidico restringido con amortiguador para corrimiento de muestras que contenia el

colorante azul de bromofenol. La electroforesis se realizo a 80 V durante 1 h.

Purificacidon de los fragmentos de restriccion
Para la purificacién de las bandas correspondientes al gen ctxB de 0.4 y 1.1 kb se siguio el
método de fractura de! gel con fenol: se cortaron del gel de agarosa los fragmentos de

interés y se transfirieron a tubos de microcentrifuga. Se afiadi6 un volumen igual de fenol.
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Los tubos fueron congelados sumergiéndolos en nitrégeno liquido durante 10 seg,
posteriormente se centrifugaron a 12 000 rpm durante 15 min. El sobrenadante (con el ADN

plasmidico) se transfirid a tubos nuevos estériles.

Ligacion del ADN

Las reacciones de ligacion fueron efectuadas en 20 pl de amortiguador de ligacion (Tris-HCl
66 mM, MgCly 5 mM, ditioeritritol 1 mM y ATP I mM , pH 7.5) con una unidad de ligasa
T4 (Boehringer) y concentraciones de ADN variables, de 100 a 500 ng por reaccion y
empleando una proporcién de ADN de vector/inserto de 1:10. Incubamos la mezcla de
reaccién a temperatura ambiente si se trataba de ADN con extremos cohesivos 6 a 4°C silos

extremos eran parejos.

1.3 Transformacién de células electrocompetentes de . coli DHS5a

Utilizamos la electroporacién para introducir los productos de ligacion. Se utilizd el equipo
“Cell Porator Pulse control + Power suply” y “Cell Porator Voltage Booster” (BRL, Life
Technologies) y celdas des'echables con electrodos separados por 0.2 cm.

Preparacion de células electrocompetentes

La cepa DH5¢. fue sembrada por estrias en cajas con agar LB y se incubd a 37°C durante 16
h. Una colonia aistada se cultivé en 3 ml de SOB liquido a 37°C con agitacién de 270 rpm
durante 12 h. Posteriormente se inoculd 1 ml de este cultivo en 300 ml de SOB que se
mantuvieron bajo las mismas condiciones de cultivo hasta llegar a la fase exponencial de
crecimiento (DO ¢ de 0.5 a 1.0); e cultivo se enfrié por inmersidn en hielo por 15 min y se
centrifugd a 3000 rpm durante 15 min a 4°C después de transferirse a tubos de centrifuga
estériles preenfriados de 50 ml. La pastilla se resuspendi6 en agua fria estéril y nuevamente
se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min a 4°C; este paso de lavado se repiti6 otra vez.
Cada pastilla fue resuspendida en 10 ml de glicero! frio al 10% y se centrifugd igual. Cada
pastilla se resuspendié en 2 mi de glicerol frio al 10% y se distribuyé en alicuotas de 50 y 80

pl que se almacenaron a -70°C hasta el momento de su utilizacion.
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FElectroperacion

Se mezclaron 20 ul de células de £. coli DH5c con 2 pul del ADN de los productos de
ligacion en una celda ésteril desechable para electroporacion. Preincubamos la mezcla por 30
seg. en hielo y se apficé un pulso de 1.5 kV, 200 Ohms y 4 uF. Inmediatamente
transferimos las mezclas electroporadas a tubos de microcentrifuga con 1 ml de medio LB
que se incubaron durante 1 h a 37°C con agitacién a 200 rpm; concentramos el cultivo
centrifugando a 15000 rpm por | min, sembramos por espatulado en cajas de Petri con
medio LB y ampicilina (100 pg/ml) para seleccionar colonias transformantes (colonias que
adquirieron el plasmido recombinante que porta genes que codifican para la resistencia a
ciertos antibidticos). Posterior a lo cual se punifico el ADN plasmidico con el método ya

descrito.

II. Obtencién y transformacién de protoplastos de zanahoria

II.} Aislamiento de los protoplastos

Para la obtencion de protoplastos se utilizé la linea celular “S™ obtenida por Nava (1995}, a
partir de hipocotilo de plantulas de Dawucus carota L. var Nantes del lote 210-0802
{Distribvidora de Semillas Master de México). Esta linea fue proporcionada por la Dra. Ana
C. Ramos del laboratorio de Cultivo de Tejidos del Departamento de Bioingenieria y
Biotecnologia del CINVESTAV Zacatenco.

El mantenimiento de la linea celular se realizé mediante subcultivos efectuados cada
15 dias en matraces Erlenmeyer de 500 m! con 100 ml de medio Ms modificado pH 5.8
(Monier 1990), con 2,4D 0.45 nM vy cinetina 0.976 pM, a una concentracién de indeulo de
20 % v/v; a 25°C con agitacién continua de 85 rpm en una agitadora orbital (New
Brunswick Scientific modelo G-53).

Para el aislamiento de protoplastos fueron utilizadas suspensiones celulares de 3 dias
de subcultivo. Se separaron las células del medio de cultivo por centrifugacion a 1000 rpm
durante 5 min. El paquete celular se sometié a tratamiento enzimitico en 40 ml de una

solucién de manitol 0.7 M con una mezcla de pectinasa (de Rhizopus sp, SIGMA) al 1%,
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celulasa (Trichoderma viride, SIGMA) al 2 %, en MES 3 mM y CaCl; 4 mM durante 18 a
24 h, a temperatura ambiente y con agitacion de 40 rpm.

La purificacion de los protoplastos resultantes se realizé mediante sedimentacion o
flotacién como sigue:
Sedimentacign. La solucion enzimatica con los protoplastos se filtrd a través de una tela de
poliester (poro de 100 pm de didmetro), para eliminar los comulos celulares no digeridos;
después de precipitar los protoplastos por centrifugacién a 800 rpm por 5 min para descartar
la solucién enzimatica; los protoplastos fueron resuspendidos en 25 ml de una solucion de
manitol 0.7 M, CaCl, 4 mM; este procedimiento de lavado se repitié una vez mas.
Flotacién. Se centrifugaron los protoplastos a 800 rpm  por 5 min para separarlos de la
solucién enzimatica, y fueron resuspendidos en 40 ml de sacarosa al 20%, posteriormente
se centrifugd a 1500 rpm durante 30 min se formé una fase de protoplastos flotantes que se

recuperaron en un tubo Falcon de 50 ml estéril.

11.2_Electroporacion de protoplastos de zanahoria
La concentracién de los protoplastos se determind en un hematimetro y se ajustd a 2 x 10

protoplastos/ml en solucion de electroporacion (HEPES 10 mM, manitol 0.7 M, CaCl; 4
mM y KC! 150 mM), mantenida a 4°C.

Las mezclas para electroporar contenian 0.5 ml de la suspensién de protoplastos, 5
ul (5 ug) de uno de los vectores reporteros (pBI426 o p358gfp) y 5 ul (10 pg) de uno de
los vectores de expresion de CTB (pUI235C7B0.42, pUI235CTB1.2, pUIEFICTB0.38). Las
mezclas se transfirieron a cubetas (BRL GIBCO) de electroporacion (0.4 cm de separacion
entre los electrodos) que fueron mantenidas en hielo durante 5 min antes y después de la
electroporacién. Se aplicaron pulsos eléctricos de 675 V/iem-800 uF, o 750V/cm, 330 uF, o
1 kV/cm-330uF a través del capacitor Cell-Porator (BRL, Life technologies, Inc.) y
cultivamos los protoplastos electroporados en 2 ml de MS, glucosa 0.4 M., en oscuridad a
25°C.

A las 24 h de la electroporacion se estimd la viabilidad de los protoplastos
transformados mediante tincion con diacetato de fluoresceina (FDA) 0.5 mg/ml (Widholm,

1972) o con azul de Evans al 0.5%. Se mezcl6 una gota de solucién de tincion con una
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gota de la suspension de protoplastos en un portaobjetos de vidrio, después de colocar el
cubreobjetos, a los 5 min se observo la fluorescencia en un microscopio Olympus {modelo
BHS) equipado con lampara de mercurio utilizando el filtro excitatorio EY-455 (luz azul)
y filtro barrera 0-515 para detectar la luz amarillo-verdosa emitida por la fluoresceina. Las
observaciones se realizaron en varios campos y se report6 la viabilidad como el porcentaje
de células fluorescentes sobre el total de células observadas.

A las 24 hrs de la cotransformacién se realizaron los ensayos de actividad de p-
glucuronidasa (GUS) en los lisados de los protoplastos y de la expresion de la proteina
verde fluorescente (GFP) por la observacién en microscopia de fluorescencia de

protoplastos intactos co-electroporados con el plasmido pBIN355-mGFP4.

Lisis de protoplastos y extraccion de proteinas

Veinticuatro horas después de la electroporacién los protoplastos cotransformados fueron
colectados y centrifugados en tubos Eppendorf a 6000 rpm por 5 seg; para lisarlos fueron
resuspendidos en 50 a 400 pl de solucion de lisis o sol. 1 (NaPO, 50 mM pH 7.0, NaCl 0.1
M, EDTA 0.1 mM, Tritén X-100 al 0.2% y B-mercaptoetanol 10 mM) y sonicados con 2
pulsos de 15 segundos a 4°C y centrifugados a 15000 rpm durante 2 min para separar los
restos celulares del lisado celular. Los extractos fueron congelados y almacenados a -70°C

hasta el momento de la determinacion de la actividad del gen reportero.

Determinacion de concentracion de proteinas

Se realizd por el método de unién de colorante (Bradford, 1976) por un ensayo
espectrofotométrico.  Se colocaron en pozos de placas ELISA 40 pl de una dilucién 1:4 o
1:8 de los lisados de los protoplastos en amortiguador PBS; se afiadieron 160 pl de reactivo
de Bradford . Las placas se mantuvieron por 10 min a temperatura ambiente y se determind
la concentracion de proteina por colorimetria con un lector de ELISA usando una longitud

de onda de 620 nm y se interpol6 en una curva estandar de aibimina sérica bovina (BSA).
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I1.3 Ensayo de B-glucuronidasa

Se realizaron ensayos espectrofotométricos de la actividad de glucuronidasa a las 24 h de la
electroporacién en mezcias de 1 ml que incluyeron 950 ul de sol. de reaccién (p-
nitrofenol B-D-glucurénide 1mM, fosfato de sodio 50 mM pH 7.0, B-mercaptoetanol 10
mM, Triton X-100 al 0.2%) con 50 pl del lisado de proteinas (18 a 43 pg de proteina
total). Las reacciones ocurrieron a 37°C y fueron bloqueadas por la adicidn de 0.4 ml de 2-
amino-2-metilpropanodiol 2.5 M. La actividad enzimdtica fue medida en funcién de Ia
absorbancia a 415 am del p-nitrofenol liberado (Jefferson, 1986) que se registrd en el lector
de ELISA.

I1.4 Expresién de GFP

Se extrajo, con una pipeta Pasteur, una muestra de los cultivos de 24 h de los protoplastos
cotransformados con pBIN35S-mGFP4 y se colocd en un portacbjetos para ser observada
en el microscopio de campo claro y de fluorescencia. Se empled un microscopio Olympus
equipado con los filtros excitatorio EY-455 (luz azul) y protector 0-515 para registrar la
emision de luz verde brillante (A=509 nm) de la proteina reportera. Se tomaron
microfotografias de células ﬂuorescentés con la pelicula Fujichrome (ISQ 400) con un
tiempo promedio de exposicion de 3 min. Se evalud la expresién de GFP como porcentaje
de células ﬂuorescémw sobre el total de células observadas en diferentes campos vistos en

microscopia de fluorescencia.

IIL Electroforesis de las proteinas de los lisados de zanahoria e inmunoblot

I1.1 Lisis de protoplastos
Veinticuatro horas después de la electroporacién, los protoplastos fueron sedimentados por

centrifugacién & 6000 rpm por $ seg, se resuspendieron en 127.5 ul de regulador de muestra
(RM) 1x (SDS 2%, azul de bromofenol 0.2%, glicerol 10%, Tris-Cl 50 mM pH 6.8, con o

sin B-mercaptoetanol) y se calentaron a 100°C durante 3 min.
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1112 Electroforesis

Se separaron las proteinas de los lisados de los protoplastos por electroforesis en geles de
SDS-poliacrilamida. Se aplicaron 17 pl de los lisados de los protoplastos (contenido
aproximado de 70 ug de proteina total} en RM (regulador de muestra) 1x, en los carriles de
un minigel de SDS-poliacrilamida (gel concentrador al 5% y gel separador al 15%) enel
cual se efectud la electroforesis a 120 V durante 2 h. Como control positivo se separaron

850 ng de toxina de Vibrio cholerae auténtica (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

1113 Electrotransferencia
El gel fue electrotransferido a una membrana de nitrocelulosa durapore SIGMA en papel
filtro Whatman 3MM en amortiguador de transferencia (Tris, glicina, SDS y metanol) a 200

mA durante 30 min en una cimara semiseca.

14 ion inmunoldgica de estern Bl

Para anular los sitios potenciales de unién inespecifica con proteinas irrelevantes; la
membrana electrotransferida fue incubada con un coctel de bloqueadores (leche Svelty
descremada al 5%, albimina bovina fraccién V al 1% y glicina 100 mM en PBS-Tritdn al
1%) durante una hora; después de desechar la solucién bloqueadora, ia membrana fue lavada
3 veces con PBS-Tritén al 1% e incubada durante 20 h con el anticuerpo primario antiCTB
CG8 diluido 1:4000 en el coctel de bloqueadoresen agitacion suave constante a 4°C. Se
lavé la membrana 3 veces con PBS-Tritén al 1% y s¢ incubd con el segundo anticuerpo
(anticuerpo anti-Ig de ratdn acoplada a peroxidasa de ribano Zymed, 1:4000 en coctel de
bloqueadores) a temperatura ambiente durante una hora. La membrana fue lavada con PBS-
Triton al 1% y para su revelado se mantuvo en una mezcla de Luminol durante 1 min.
Posteriormente fa membrana se expuso durante 10 min en una placa para rayos X  X-Omat
. Para el revelado de la placa fotogrifica, ésta se sumergié en solucién de revelado durante
2 min. Se enjuagd abundantemente con agua, se colocd en solucion fijadora por varios

segundos y luego de enjuagar se dejé secar la pelicula a temperatura ambiente.
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RESULTADOS

I. Construccién de los vectores de expresién de CTB

Clonacion de ctxB con el promotor doble 358

Los plasmidos pA1004 y pJS18 fueron restringidos con Eco Rl 'y Hind I para liberar los
insertos ctxB/.1 y ctcBO.4, respectivamente. El inserto ctxBi.1/ que posee la region 3" no
traducida del gen ctxB, fue ligado en los sitios EcoRI y Hindlll de pUI235-5.1. El plasmido
recombinante resultante se denominé pUI235CTBLI (Fig.1 y Fig.5). Por otra parte el
inserto ctxBO.4 también se clond en los mismos sitios en pUI235-5.1 originando al plasmido
pUI23SCTBO.4 (Fig. 2). En estas construcciones la expresién del gen cxB fue colocade
bajo el control del promotor y enhancer doble 358 de CaMV (promotor 35S con una
duplicacién de los nucledtidos -343 2-90), que amplifica la actividad transcripcional del
promotor hasta 10 veces (Kay, 1987).

Clonacién de ctxB con ¢l promotor de eEF-13
Con &l fin de clonar sélo la secuencia codificante de CTB en pUIEFI-5.1, fue necesario

restringir al plasmido pJS18 con Sac I para obtener un fragmento de 333 pb que contiene al
gen ctxB separado de la secuencia codificante del péptido lider de LTB, ya que éste posee
un triplete de terminacion de la traduccitn antes del codén de inicio (Sanchez y Holmgren,
1989) y por lo cual seria imposible el disefio de fusiones traduccionales utilizando el
fragmento EcoR I/Hind I11. Este fragmento denominado ctx30.33 fue subclonado en el sitio
Sac 1 de pZERO 2.1(Fig. 3), con la finalidad de aftadirle en el extremo 5° ¢t sitio Hindlll y
en el extremo 3 el sitio EcoR I (los cuales permitirian Ia clonacién en fase de cixB0.33 en el
gen eEF-1b del plésmido pUIEFI-5.1). Debido a que el fragmento Sac I/Sac [ liberado podia
insertarse en pZERQ en dos orientaciones, seleccionamos la construccidn correcta con base
en la longitud de los fragmentos resultantes de la digestién de los vectores recombinantes
con Sma 1y Spe 1. El sitio Sma | esta ubicado a 5 pb del inicio de c£«B0.33 y mantiene una

distancia de 340 nucleétidos con el sitio Spe 1 de pZERO2. 1 si la orientacion es correcta.
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E! plasmido recombinante con la insercion de cfxB0.33 en antisentido liberd un
fragmento Sma 1/Spe I de 17 pb micntras que pZEROCTBO.3, que tiene la orientacidn
adecuada, liberd un fragmento Sma HSpe 1 de 340 pb,

El fragmento Hind II/EcoR 1 de pZEROCTEG.3 de 382 pb se adapt6 en el vector
de expresién en plantas pUIEFI-5.1 en los mismos sitios y finalmente se obtuvo el plasmido
pUIEFICTBG. 33 (Fig. 4 y Fig. 6), en el cual se hizo una fusién traduccional, ya que el gen
ctxB se fusiond al segundo exon de eEF-18 por lo que ctxB0.3 esta bajo el control del
promotor PeEF-1BAt. La secuencia reguladora incluye el primer intron del gen de eEF-1p
que posee un elemento con propiedades de enhancer que es importante para lograr altos
niveles de expresion (Gidekel, 1996) que parece actia como un enhancer traduccional
{muchos vectores de expresitn en eucariontes incorporan un intrén, debido a que el
procesamiento del ARNm incrementa la eficiencia de salida del ARNm del micleo para su

traduccion en este ultimo compartimento, Watson, 1992).

Clonacion de exxB en pBSUISK:
El fragmento EcoR I/ Hind III de 1.} kb de CTB se insertd en los mismos sitios en

pBSIISK. El plismido resultante pBSCTBI.I (Fig. 5) fue utilizado como control negativo
de expresion de cfxB por no poseer un promaotor especifico de plantas que permita su
expresion en ellas.

30




pAl004 EcoR 1/Hind 111

Liberacion de cixB1. 4

miém'as . Hirdi ), 4175
! t S |
I_T—1—'—!—'——'—|—!—'—'—1‘-1'_'_'_T_r_'-q—ﬁ-—v_'—'_
ctxBi. 1
Insercidn en pUI235 EcoR /Hind 11

10315, Hind 11 ;

141, EcoR T
9136, Sma ",

[on \
1f te1-1) .o \
B
pUI235CTBL1
10650 pb
a0 {
6 -

Fig. 1. Clonacién de ctxBi. f en los sitios EcoR I 'y Hind il de pUI235-5.1.
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Fig. 2. Qlonacidn de ctxB0.4 en los sitios FcoR 1y Hind 111 de pUI235-5.1
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Fig. 3. Qlonacién de crxB0.33 en pZERO 2.1
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Fig. 4. Qlonacion de encBO. 3 en pUIEFT-5.1
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1 2 3 45

coxBL }

Fig. 5. Electroforesis de pUI23SCTB1.1 y pBSCTB. 1. 1.
1l Pst [, 2)pBSCTBL.1 Eco RUHIndII , 3) pUI2Z35CTB1.1 Eco RUHindIlL,
4)pUIB3SAMVCTBI.1 Eco RVHindIN, 5) pUI235AMVCTBI.1.

1.0

Fig 6. Electroforesis en agarosa al 1% de pUIEFICTEO.3.
13 DNA ladder 1 kb; 2) pUIEFICTBO.3 Sma I, 3) pUIEFICTBO.3 Hind [[/Eco R
4) pUIEFICTBO.3
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Fig.7. Determinacion de la viabilidad de D. Carota. (A) T

suspension.
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I1. Obtencién y transformacién de protoplastos de zanahoria

Se utilizd como estrategia de cotransformacion la electroporacién de los protoplastos de
zanahoria con los plismidos pUI235CTB1.1, pUI235CTB0.4, pUIEFICTB0.33 y pBSCTR
junto con uno de los genes reporteros widA4 (incluido en los plasmidos pBI426 y pBI221) o
2P (presente en el plasmido pBIN355-mGFP4).

A partir de 300 ml de cultivos celulares de Daucus carota de tres dias de
proliferacion, tratados con pectinasa 1% y celulasa 2% en manitol 0.7 M, se purificaron en
promedio 27.6 x10° protoplastos/ml.

La purificacion de protoplastos realizada por flotacion de las células en sacarosa
20% o por sedimentacién pero posterior tamizaje a través de una malla de poliester,
permitié separar con mis eficiencia a los protoplastos de los agregados celulares no
digeridos por el tratamiento enzimético (Tabla 2) que por sedimentacitn sin tamizaje de las
células. La aplicacién del método de purificacién por sedimentacion y tamizaje resulté en
la obtencién de 81.02% de viabilidad de los protoplastos aislados, como se detecté por
exclusion de azul de Evans 0.5% y tincion con FDA (Fig. 7).

Se realizaron 4 ensayos de electroporacién. de protoplastos de zanzhoria con los
plasmidos pUIEFIC7B0.33, pUI235CTBI1.1 y pUI235CTBO0.42 junto con los plasmidos
pBI426, pBI221 y pBIN35SGFP (Tabla 2).

Las electroporaciones se realizaron en alicuotas de 1 x 10° protoplastos con 5 a 10
1g de cada uno de los plismidos recombinantes de c&xB, aplicando pulsos eléctricos de 675
Vicm -B0O pF, 750 V/iem-330 pF y 1 kV/em-330 uF {en diferentes experimentos). .

La viabilidad celular, registrada 24 h después del evento de transformacion, fue de
47.1% a 55.0 %; observando el menor valor en los protoplastos electroporados a 1 kV/cm-
330 UF y el mayor en los protoplastos sometidos a un pulso de 675 V/em -800 pF (Tabla 3).

La cantidad promedio de proteinas por 10° protoplastos presentd variaciones..La
mayor cantidad se observd en el grupo experimental electroporado a 750 V/em -330 pF
(210.34 ug/10° células) y valores semejantes en los grupos tratados con descargas eléctricas
de 675 V/cm-800 uF (179.64 pg/10° células) y 1 kV/em-330 pF (167.6 pg/10°
células)(Tabla 2).
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Tabia 3, Viahilidad de los protoptastos. teflidos con FDA, 24 horas despuds de la cockectroporacidn con pBI426
o pBI22} y loy vectores recombinantes de CTB & difirentes voltajes.

condiciones muestra fuorescencia (%) Nuorescencia

transfeccion |promedio (%)
pre-electroporado 808 81.02
pre-electroporado 81 25

T50Viem 330 pF [sin DNA 40.9 49.01
pBI221+pUI23SCTR1.Y 57.1

675Vicm BOOuF [sin DNA ‘Ezs 55.02%
pUIZ3SCTA +pBIN3SSGFP  [61.11
pUI23SCTB. 4+ pBIN3SSgfp  (47.72

1kVicm 330pF [DNA acarmeador 42,04 471
pBi221 +pBSCTB 50.87
pBI426 + pUIEFICTBO0.3 69.9
pBI426 + pUIZISCTE1.1 43.27
pBI426 + pUI23SCTB0.4 29.53

Deteccion de los genes reporteros

Para evaluar 1a eficiencia del evento de cotransformacion, y por tanto la transferencia de los
vectores de expresién de CTB a los protoplastos de zanahoria, se determind la actividad
enzimitica de B- glucuronidasa en lisados de protoplastos y la expresion de la proteina verde
fluorescente en protoplastos intactos por su observacion directa en un microscopio Olympus

de fluorescencia,

B-Glucuronidasa
Los plismidos pBI221.1 y pBl426 tienen el gen widA bajo el control de los promotores
CaMV315S sencillo y CaMV35S con la duplicacion de la regién enhancer {2358)
respectivamente y fueron usados conjuntamente con los vectores recombinantes de cixB
para la electroporacidén de protoplastos. De esta forma la actividad de P-Glucuronidasa
reflejaria la eficiencia del evento de transformacién que se relacionaria con la eficiencia de
entrada de los vectores de expresion de cixB.

La prueba de la actividad GUS se realizd a las 24 h de la electroporacion mediante
un ensaye espectrofotométrico en el que la actividad de la enzima se determina por la

hidrélisis del sustrato p-nitrofenol glucurénido 1 mM (SIGMA) que genera acido
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glucurénico y p-nitrofenol, cuya presencia se detectd con el lector de ELISA con luz de 415
nm.

Se usd una cantidad variable de proteina total (18-43 pg) de los lisados de los
protoplastos en presencia de p-nitrofenol-glucurénido ImM. Se realizaron leciuras de la
absorbancia del p-nitrofenol a los 10 min e incluso hasta las 22 horas de incubacién {en uno
de los experimentos, Fig. 8) con el sustrato sin observar incremento notable en ninguno de
los eventos de electroporacién. Fue solo hasta las 96 hrs de incubacion de los lisados de los
protoplastos con p-nitrofenol glucurénido que se obtuvieron lecturas a 415 nm {Fig 9). Sin
embargo los grupos experimentales no transformados con pB1426 o pBI221 también dieron
lecturas a 415 nm semejantes a las obtenidas de los grupos transformados con pBI426 o

- pBI221.

0,06

0,051

0,04

0,03

Aers

0,021

0.01

Fig 8. Actividad de p-glucuronidasa en protoplastos electroporados con pBI426 o pBI22] a
750 V/em- 330 uF incubados con p-nitrofenil-glucuronido durante 22 h.
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Fig.9. Actividad de B-glucuronidasa en protoplastos electroporados con pBI221(A) o
pBI426 (B) y con los vectores de expresion de CTB a 750 V/em- 330 pF incubados con p-

nitrofenil-glucurédnido durante 96 h.
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Bajo las mismas condiciones de ensayo que en los protoplastos, la actividad enzimitica de
GUS presente en £. coli DH5a fue de 99.2 pmolas de p-nitrofenol/h/mg, lo que indica que

las condiciones de ensayo son 6ptimas para la deteccion de GUS.

Proteina verde fluorescente (GFP)

La proteina verde fluorescente en el presente trabajo se utilizd como un pardmetro de la
eficiencia de la transformacién por permitir la identificacion visual rdpida y simple de
protoplastos transformados.

Para coelectropo.rar a los protoplastos de zanahoria conjuntamente con los vectores
de expresion del gen cixB se empled el plaismido pBIN35S-mGFP4 que posee la region
codificante para GFP fusionada al promotor P358CaMV. Se hicieron observaciones de
muestras de estos protoplastos coelectroporados en microscopia de fluorescencia y se
detectd la emisidn de la GFP que no fue visible en el grupo de protoplastos electroporados
bajo las mismas condiciones pero a los que no se les afladié pBIN35S-mGFP4 (Fig. 10). En
los protoplastos coelectroporados a 675 V/cm- 800uF, la fluorescencia se presentd en el
44.6% del total de células observadas a las 24 hrs del evento de mfo@oibn (Tabla 4).

Tabla 4. Porcc:iuje de protoplastos Quorescentes cotransfectados con pBINGFP y vectores de expresién de CTB, con
un pulso eléctrico de 270 V-800 uF, en aumento 40X, a las 24 hrs del evento de transfeccién.

Protoplastos
Tratamiento* Totales Fluorescentes Fluorescencia
(%)

pUI235CTBI1.1 |18 9 50
pUI235CTB0.4 }42 20 476
pUI235CTBIL.1 |17 7 41.17
pUI235CTBI1.1 |23 10 43.47
pUI235CTB1.1 |17 7 41.17
-—np ADN-- 13 0

promedio 44.6
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La deteccion positiva de GFP indica que las condiciones de electroporacion (675
V/cm) fueron suficientes para permeabilizar a los protoplastos y permitir la entrada vy

expresion del ADN plasmidico.

III. Deteccidn inmunologica de CTB

Finalmente, para evaluar la funcionalidad de los vectores de expresion de cixB se realizd la
inmuncdeteccion de CTB para revelar su presencia en los extractos celulares.
Aproximadamente 70 pg de proteina total de los protoplastos transfectados con cada
uno de los diferentes vectores fueron separados por electroforesis y se electrotransfirieron
del gel de acrilamida a la membrana de nitrocelulosa en donde fueron incubadas con el
anticuerpo monoclonal anti-CTB CG8 seguida por un anticuerpo policlonal de chivo anti-
raton conjugado a peroxidasa de rabano y como control positivo se empleo toxina de colera
auténtica (0.85 pg). Vistumbrando la posibilidad de su expresién quisimos determinar si no
solamente se manifestaba CTB monomérica sino quizas también en su forma pentamérica
{(es esta forma la que da inmunidad protectora contra los efectos biologicos de CT, por
unidn a GM1), por lo que en algunas de las muestras separadas por SDS-PAGE no
afiadimos el agente reductor B-mercaptoetanol, sin embargo como lo muestra la fig. 8 con
o sin B-mercaptoetanol el anticuerpo monoclonal CG8 sélo reacciond con la proteina CTB
monomérica usada como control positivo, y no reacciond con ninguna otra proteina de tos
diferentes grupos experimentales transformados con los diferentes vectores de expresion de

cxB.

44




(uBig) 10 oansod [oRwod (6 ¢ 0a 111N (8 £ (b ‘pogr0sezind (L £ (¢
‘Crarsezind (9 £ (z g10sgd (s A (1 "gwa 3p uoisaxdxd 3p U004 SO{U0D
(4ripce) Wy AY | © s0pr10don2a 1209 sosejdoioid sp sopest| so| 3plojgounwiu] ‘|| iy

BA3G'LL
g10

45




DISCUSION

En este trabajo se realizé la construccion de tres vectores plasmidicos para la expresion del
gen ctxB, ademas de su evaluacién en protoplastos de zanahoria, como un antecedente para
realizar la transformacion estable con el {o los) plasmido(s) més eficientes de estos ensayos
preliminares. Por la falta de informacion sobre la secuencia de los vectores utilizados, se
realizaron ensayos de cotransformacion de protoplastos, introduciendo dos plismidos (uno
con cixB y otro con el gen reportero) durante el procedimiento de transformacién por
electroporacién, con la finalidad de obtener un sistema de expresion transitoria para el
ripido monitoreo de la expresibn de ctxB. Aunque la electroporacion se utiliza
principalmente como medio para la expresién transitoria, también se usa para la obtencion
de transformantes estables con integracién genomica de las construcciones transferidas
después del shock eléctrico y una adecuada seleccién.

Extensos estudios de expresion génica transitoria y estable en protoplastos muestran
que la introduccién del vector y la expresion de los genes que posee, estén influenciados por
varios factores, como son la concentracién del plasmido, voltaje, duracién del pulso y
solucién amortiguadora ( en el caso de utilizar la electroporacion como método de
introduccién directa del ADN). La naturaleza y el estado fisiologico de los protoplastos
influye de manera determinante en la eficiencia con que son transformados.

Se demostrd en el presente trabajo que un pulso eléctrico de 675 V/iem-800 pF fue
suficiente para la expresion de la proteina reportera GFP. Sin embargo se debe mejorar el
sistema y optimizar los parimetros de la electroporacion. Ademis de hacer enfasis en la
técnica de purificacion de los protoplastos (se obtienen mayores densidades de protoplastos
y mejor purificados por flotacién ), la concentracion adecuada del ADN, el disefio de
vectores de expresion, etc.

La no deteccion de actividad GUS en los protoplastos cotransformados con pB1426
o pBI221 puede tener diversas explicaciones, como que los niveles de expresion de la
enzima a las 24 h eran minimos para su deteccion. Rasmussen (1993) reporta que
protoplastos de zanahoria transfectados con pBI22t por incubacién con polietilenglicol
tuvieron niveles méximos de expresion GUS de las 66 a las 72 h después de la introduccidn

del ADN a parte de que los valores de expresion variaron segin la linea celular usada (480
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pmol MUY/ proteina/ h en la linea celular Ris$ y 1250 MU/ proteina/ h en la linea celular
Apollo) y también observé que la densidad de los protoplastos es un factor determinante en
la eficiencia de la transfeccion donde la mayor actividad GUS se logra en 10°
protoplastos/ml y valores menores a 0.2 x 10%mi conduce a una actividad GUS muy baja.
En nuestro sistema la concentracién inicial de protoplastos fue de 10°/ml pero después de la
electroporacion su viabilidad disminuy6 hasta en mas del 50% por lo que posiblemente la
densidad final de protoplastos en la que se ensayd la actividad GUS no fue la éptima para
permitir la deteccién de la actividad de la enzima. Probablemente los 5 min de preincubacion
del ADN con los protoplastos antes de la electroporacién a 4°C  tambien influyeron
negativamente en la expresion de GUS, ya que se ha demostrado un rapido decremento en
la actividad de la enzima cuando protoplastos de zanahoria y el plismido pBI221.1 se
mantienen mezclados por més de 2 min (Rasmussen, 1993) debido a una rapida degradacién
del ADN. '

Las anteriores explicaciones nos conducen a no descartar atin la expresion de GUS
en los protoplastos electroporados en las condiciones manejadas en este trabajo hasta que se
realicen pruebas en las que estas varables sean controladas (aumentar la densidad de
protoplastos a 2 x 10°, electroporar inmediatamente después de agregar el ADN, detectar la
actividad a tiempos mayores después de la electroporacion).

La ausencia de actividad GUS en los protoplastos cotransformados con pBI426 o
pBI221 nos indicaria que las condiciones empleadas fueron no 6ptimas para la poracién de
las células, sin embargo la evaluacion del reportere GFP que fue positiva (hasta en un 50 %
de eficiencia de transformacion) y la medicion de la permeabilidad celuler medida por
entrada inmediata de azul de Evans (Pérez, 1998) nos revela que las condiciones eléctricas
de la transformacion si son permisivas a la entrada de ADN.

Es decir, la eficiencia de la transfeccién medida por expresion de gfp (44.9%) nos

indica que los vectores de expresion de cixB tuvieron las condiciones para ser transferidos

—

al interior de los protoplastos. -
Los protoplastos transformados con las construcciones que tenian fusionado
transcripcional, o traduccionalmente a ctxB no produjeron niveles detectables de CTB en el

Western blot.
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Recientemente se ha demostrado la expresion estable del gen cfxB en plantas de
tabaco (Hein 1998) y de papa (Arakawa, 1998), por lo que puede ser factible su expresion
también en zanahoria . La inmunodeteccidn negativa de CTB indicaria que no se estan
dando las condiciones para su adecuada transcripcion y/o traduccion en plantas. Existen
varios factores que pueden influir en ello ( en los niveles de transcripcion, traduccién y
procesamiento de la proteina que involucran el extremo 5°del gen secuencias reguladoras
Sptimas para la expresién génica en plantas como un promotor fuerte conmstitutivo, una
secuencia lider 5” no traducida (5'UTL) adecuado que permita un mejor inicio de traduccion
y por el extremo 3" una region no traducida (3'UTR) y sefiales de poliadenilacion que
medien el procesamiento 3del transcrito.).

Se ha demostrado que las secuencias del 5'-UTL que rodean al AUG se involucran
en la eficiencia traduccional (Lewin, 1997). en el cual una purina (A o G) en posicion -3
forma parte del contexto dptimo en sistemas animales, mientras que en las plantas parece no
guardar relacién con la eficiencia traduccional, siendo en éstas mas importante una guanina
en posicién -4, encontrando que el contexto adecuado que rodea al codén de iniciacion en
plantas es UAAACAAUGGCU (Joshi, 1987).

En las construcciones que hicieron uso de pUI235-5.1 para hacer fusiones transcripcionales
con ctxB0.4 y cxBrl (pUI235CTB0.4 y pUIEFICTBL.1) poseen la secuencia
[UGAAUUAUGA] dentro de la cual esta el codon de iniciacion que originaria
respectivamente, un péptido CTB de 103 aminojcidos y un péptido de 124 aminoécidos
(incluye peptido sefial). Se observa que en la posicion +4 hay una adenina en vez de guanina

lo cual tambien podria disminuir la eficiencia de traduccién (segin Kosiel 1996).

El uso de codones en genes bacterianos es diferente del uso de codones encontrados
tipicamente en genes de plantas, los cuales poseen un mayor contenido de G+C (2 50%),
mientras que el contenido en G-C en genes de endotoxinas nativas como cryllL:\ es cerca del 37%
(Kosicl 1996). Se ha observado que la baja expresion génica de genes bacterianos se origina
méas en la traduccion que en la transcripcién. Por lo tanto se ha optado por construir genes
simtéticos para incrementar la expresion de endotoxinas en plantas. Debido a que éste es un
importante factor que influyé en la expresion de la endotoxina crylllA en plantas, seria
deseable construir un gen sintético c/xB en ¢l que la preferencia de codones sea semejante a

la que se manifiesta en la planta hospedero.
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Recientemente Mason y col. (1998) demostraron que la expresion de genes
bacterianos en plantas mejora st se modifica la secuencia codificante hacia los codones mas
usados por Solanum tuberosum. Construyeron el plasmido pTHI10 en el que el cassette de
expresion de sLT-B y para la neomicin fosfotransferasa se localizan respectivamente,
cercanos a los extremos derecho e izquierdo del T-ADN. La transferencia det T-ADN a
planta de papa mediada por Agrobacterium dirige su insercién dentro del ADN cromosomal
nuclear. La transcripcion del gen es dirigida por el promotor CaMV. Obtuvieron valores
maximos de 7.3 a 17.2 g de LT-B por gramo de tubérculo sin epidermis.La mixima
acumulacién de LT-B se encontrd en hojas de transformantes con 1.9% de la proteina total
soluble de hoja. Lograron inducir en ratones, titulos de anticuerpos més altos que con la
LTB bacteriana aunque no totalmente protectores.

pUI235 y pUIEFI son vectores binarios, poseen las secuencias de 25 pb flanqueantes
del T-ADN, por lo que tienen la posibilidad de poderse transferir {por conjugacion o
electroporacién) a Agrebacterium y asi realizar su transferencia génica e integracion
gendmica a plantas. El siguiente paso hubiera sido, de haber resultados exitosos en la
expresidn transitoria, realizar la transformacién estable, mediante Agrobacterium, de

explantes de zanahoria con los vectores de expresion de cixB.
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CONCLUSIONES

1. Se adaptaron dos versiones del gen cixB (ctxB1.1 y ctxB0.4) en dos vectores de
transformacion de plantas, para obtener la construccion de tres vectores de expresion de
cixB:

pUI235CTBL.1, pUI235CTB0.4 que consisten en fusiones transcripcionales de las
secuencias de cteB1. 1 y ctxB 0.4, en pUI235-5.1, respectivamente y

pUIEFICTBO.3 que incluye la secuencia codificante de CTB madura como fusién
traduccional a la secuencia reguladora que abarca el promotor y primer intron del gen eEF-

18 de A. thaliana del plasmido pUTEFI-5.1.

2. La expresion de la proteina reportera GFP en los protoplastos de zanahoria
cotransformados, indica que las condiciones de electroporacion empleadas permiten la
entrada del ADN a las células '

3. No fue posible la inmunodeteccién de rCTB con el anticuerpo monoclonal
antiCTB CG8 en los protoplastos de zanahoria cotransformados con las construcciones que

portan a ctxB.
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APENDICE I. Mantenimiento del cultivo en suspensién de Daucus carota.

MATERIAL

matraces de 500 o 1000 ml estériles (recientemente).
1 tubo falcon estéril de 50 m!

micropipetas de 20 y 1000 pl con puntas

cultivo en suspension de D. carora.

MSm (sacarosa al 3%, pH 5.8)

stock de vitaminas 100x de tiamina y piridoxina
stock de glutamina 50x

stock de 2,4-D [2 mg/ml)

stock de cinetina [0.21 mg/ml]

PROCEDIMIENTO

1) a 400 ml de MS agregar:

stock cantidad (ul) |concentracibn final
2,4-D [2 mg/ml] 16 0.45 yM

cinetina [0.21 mg/ml] 400 0.976 M
vitaminas 100 x 4000 1g/l

| glutamina 50x 8000 4/l

2) Mezclar bien y alicuotar 100 ml de esta mezcla en cada matraz de 500 ml.
3) Agregar a cada matraz 25 ml del (pre)cultivo de D. carota.

4) Mantener los cultivos a 25°C + 2°C, en agitacion constante a 85 rpm,

5) Al dia 15 de cultivo transferir a medio fresco.
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Medio MS (modificado por Monier) liquido utilizado para el mantenimiento del cultivo en

suspension de D. carota.

Compuestos inorginicos mg/ml
CaCh.H,0 880.0
KNO 1900.0
NHNO; 825.0
KH,PO, 170.0
FeSQ,.7TH,0 1.1
Na,EDTA 14.9
MnS0,.6H,0 33.6
K1 1.66
ZnS0,. 7H,0 21.0
HiBO, 12.4
MgS0,.7TH,0 370.0
CoCl.6H,0 0.05
CuS0,.5H,O 0.05
NaM004.2H20 0.5
KCl 350.0
Compuestos orginicos

Tiamina (Vit. B)) 1.0
Piridoxina (Vit. B6) 1.0
Glutamina 400.0
Sacarosa 300000
Reguladores de crecimiento concentracion
Cinetina 0.96 pM
2,4-Diclorofenoxiacético 0.45 uM

STOCKS:

Stock glutamina 50x: 40 g de glutamina en 1000 m! de agua bidestilada (si es necesario
disolver aplicando calor), alicuctar y mantener a 4°C.

Stock vitaminas (tiamina y piridoxina) 100x: 100 g de cada vitamina en 1000 mi de agua

bidestilada.

52




APENDICE II. Determinacién de proteinas con el método de Bradford

MATERIAL

placa de microtitulacion
PBS

puntas amarillas
multipipeta

canal para multipipeta
Lector de ELISA

b. Albimina (BSA 1 mg/ml} soln. madre:

BSA fraccion V 10 mg

PBS 10 ml

Disolver en tubo falcon de 15 mi, agitar suavemente por inversion (evitar formacion de
espuma). Alicuotar en volumenes de 1 ml. Mantener en congelacion.

¢. Reactivo de Bradford.

PROCEDIMIENTOQ:

1. Diluciones de soln madre de BSA, en tubos Eppendorf como sigue:
clave ut BSA pl PBS BSA (u/40 pl) BSA (ug/ml)
1 0 1000 0 0
2 10 990 0.4 10
3 20 980 0.8 20
4 30 970 1.2 30
5 40 960 1.6 40
6 50 950 2.0 50
7 60 940 2.4 60
8 70 930 2.3 70
9 80 920 3.2 80
10 90 910 36 9

2. afiadir 40 pl de c/dilucion de BSA a pozos de placa de microtitulacion (curva tipo)

por triplicade.

3. Afiadir reactivo de Bradford, 160 ul.

4. Incubar }0 min a temperatura ambiente

5. Lectura a Agy (blanco ajustar a cero).

6. Calculo de contenido de proteinas:

a) Por regresion lineal obtener la ecuacién de la curva tipo: [BSA] = (Agx - b)/ m

b) Calcular coeficiente de correlacion con la recta

¢) Grafica
Con la ecuacion, calcular la concentracidn de proteinas en las diluciones apropiadas.
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APENDICE III. Ensayos de purificacién y electroporacion de protoplastos

con los vectores de expresion de ctxB y plasmidos con genes reporteros

PURIFICACION Y ELECTROPORACION DE PROTOPLASTOS (050697)

PROCEDIMIENTO

1. Colectar por centrifugacién a 1000 rpm durante § min las células de D. carota

2. Resuspenderlas en 40 ml de solucidn enzimitica

3. Incubar durante 20 hrs con agitacién lipera (40 rpm/min) y a temperatura ambiente
4. Agregar 40 ml de sol. de lavado

5. Sedimentar cels. a 800 rpm durante $ min. (repetir paso 5 y 6).

6. Ajustara 2x10° protoplastos/ml en sol. de electroporacién y mantener e hielo.

2

. _En alicuotas de 1x10 rotoplastos hacer las siguientes combinaciones:
clave |pBSco® |pBM426 | p3SSGFP [pUIR23SCTRO.4 | pUIEFICTBO. | pUR3SCIBI.1 |plSetaA
(uh) (uh) uh () (ul) [¢11}] (ply
1A
1B
1C |5
2A 10 5
2D 5 5
A 10 5
3D 5 5
4 A 10 5
4D 5 5
SA 5 10

9. Aplicar un pulso de 270 V, 800 uF

10, Mantener en hielo por 5 min.

11. Transferir a placas de cltivo (con 2 m! de cuitivo)

12. Mantener placas en oscuridad a 25°C, por 24 hrs

13. A las 24 hrs, ensayos de deteccidn de GFP y p-glucurcnidasa.

RESULTADOS

Se obtuvieron 2 x 10* protoplastos/mi

gran concentracién debido a que recuperamos las cels. por sedimentacién (glucosa 0.4 M), por lo tanto
quedaron junto ¢on los restos celulares, cimulos celulares sin diperir,

Muy cualitativamente se vio viabilidad con azul de Evans (0.5%): “gran proporcién de protoplastos
excluyeron cl colorante, no asi los restos celulares(hubo gran cantidad) que se tifieron.

ENSAYO ESPECTROFOTOMETRICO DE B-GLUCURONIDASA

PROCEDIMIENTO

1. Sedimentamos las células por centrifugacién en tubos Eppendorf a 6000 rpm por 5 seg
2. Las resuspendimos en 60 pl de solucién de lisis

3. congelamos a -70 C por | semana
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4. colocamos en placa de lectura de 96 pozos 5 pl de cada extracte celular (21.7 ug de proteina total)mis

95 pl de reaccion
5. Que se incubaron a 37 C, se registrd 1a Abs,ys a intervalos de 10 min.

RESULTADOS

Lectura de la Absorbancia a 415 nm de los lisados de los protoplastos a los 10, 25 y 35 min. de
incubacién con p-nitrofenil glucuronido 1Mm después de las 24 hrs (A) y 48 hrs (B) de la
electroporacion con pBl426

piésmido tlempo (min} 008 1
clave 1] 28]
T8 [sin DNA T0123| 00113 001 005 ¢
2A  |pUIz35CTBO.4 ] 0,0480] 00516 O, 004 |
Fe [puzmscresa| oo o 0.02 003 4
3A  [pUIEFICTBO.3 | 00116 -0 0. e 002
38 |PUIEFICTBO.3 | 0,0250] 0,0260] 0,0280) 3 1
A PUIZZSCTB1.1| 00495 005100 0.0540 o0 1
48 [PUBICTBN.1| 0056 00275 0, 0
.01 1B
002l
$ 2 2 I oo
EEERE
g y 2 T I €
o [-% [] m [-%
[-% [-%
Expresion de GFP

Los protoplastos transfectados con pBINGFF mostraron fluorescencia a las 24 hrs del evento de
electroporacion.

foto | muestra obj |exposicién
00 | pUi235CTBO.4/pBIN35GFP | 500 |4'62™

1] “ “ 500 | 250"

1 pUI235CTB.4/pBIN3SSGFP | 500 |41

piSchaB1.2*
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CURVA PATRON DE PROTEINAS 050697

[BSA ug/ml AB20 AB20
0 0
10 0.115 0.106
20 0.185 0.204
30 0.298 0.251
40 0.362 0.362
50 0.432 0.417
60 0.479 0.457
70 0.542 0.518
80 0.585 0.532
0 0.703 0678
CURVA PATRON DE PROTEINAS 050697 BSA ugml AB20 prorned
0 0
08 1 ¥ = 0,0074x + 0,0387 10 0.1105
o7 R = 0,9692 20 0.1095
R=9345 30 0.2785
40 0.362
50 0.4245
70 0.53
80 0.651
BSA (ug/mi)=
" (AG20-0.0387)0.0074
100
Abs520 de Ios lisados de protoplastos electroporados el 060697
24hrs 24hrs prom 48hrs 48hrs A’Em
=in pBi426: * 0.733 0.693 0.713
con pBl42é:
pUI235CTBO0.4 0.603 0.501 0.552 0.407 0419 0.413
pUIEFICTB0.3 0.445 0.392 0.4185 0.313 0.326 0.3195
[pUI235CTB1 1 0.569 0.593 0.591 0414 0.472 0.443

Determinacion de proteinas a las 24 hrs de electroporacion

con pBl1426: AG20 proteinas (ug/ml) dil 1:4 |proteinas
promedio {A620-0.0387)/0.0074 {ug/ml}

pLI235CTB0.4 0.552| 69.3645649 277.459459

pUIEFICTB0.3 0.4185| 51.3243243 205.297297

pUI235CTB1.1 0.591| 746351351 298.540541

'Noudﬂmnhdwcuwﬁmdﬁndepmelmspmquwmmwmpam




PURIFICACION Y ELECTROPORACION DE PROTOPLASTOS (1706%7)

PROCEDIMIENTO

. Cotectar por centrifugaci6n a 1000 rpm durante 5 min las c€lulas de D. carota

Resuspenderias en 40 mi de solucién enzimitica

Incubar durante 20 hrs con agitacién ligera (40 rpm/min) y a temperatura ambiente

Filtrar la mezcla a través de una malla de poliester.

Agregar 40 ml de sol. de lavado

Sedimentar cels. 2 800 tpm duraate 5 min. (repetir paso 5 y 6).

. Ajustar a 2x10° protoplastos/ml en sol. de efectroporacién y mantener en hiclo.

. En alicuotas de 1x10° protoplastos hacer las combinaciones con los vectores de expresion de CTB y
pldsmido reportero.

9. Aplicar un pulso de 270 V, 800 uF

10. Mantener en hiclo por 5 min. .

11. Transferir a placas de cultivo (con 2 mi de cultivo)

12, Mantener placas en oscuridad a 25°C, por 24 hrs

13. A las 24 hrs, ensayos de deteccion de GFP y GUS

Mo

RESULTADOS
Obtencidn de 27.3 x10° protoplastos/ml.
Viabilidad determinada con FDA a tas 24 hrs de 55.02%

totales fisorescentes | % viabilidad
s DNA 16 ) 36.25
[ pUI235CTA /pBIN3SGFP 18 1 LI
pUI3SCTH0.4 / pBINISSGFP__ | #4 21 .71

DETECCION DE PROTEINA VERDE FLUORESCENTE:

Registro en diapositivas.
Protoplastos
A tratamiento® | totales | fluorescestes | Fh ia (%)
250 x pUIT3 .1 |18 9 50
500 U123 4 | 42 0 416
500 pUI23 . 7 4117
Bl
350 pUIBSCTBLI | 23 10 4347
300 pUIDI3CTBLI | 17 7 aL17
250 10 DNA 13 0 [
promedio 44.6

*a parte de p35sGFP

Extraccidn de proteinas de protoplastos:

Se tomaron los 2.5 ml de cuitivo de protoplastos a las 24 hrs de transformacién. y se centrifugaron en tubos
eppendorf a 6000 tpm por 5 seg. Resuspendimos en 50 ul de Sol. de lisis. .

Sonicamos y separamos de restos celulares. Lisados mantenidos a -70 C durante 1 semana, antes de realizar
los ensayos de determinacion de proteinas y actividad de p-glucuronidasa.

Determinacién roteina

Colocamos en pozos de placa Elisa 40 ul de una dilucién 1:8 de los lisados de protoplastos con 160 ul
reactivo Bradford, Lecturas por duplicado.
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Actividad gus:

Lecturas por duplicado a intervalos de 10 min. Incubar a 37 C durante 12 horas. No se registraron cambios.

plasmido Abs415 Absd15 Abs415 Abs415 prom
blanco * 0,000 0,000 0,000 0,000
A1 {5ul) sin DNA 0,003 0,001 0,001 0,002
eleclro_gor
A2 pBSCTB 0,002 0,005 0,001 0,003
(5 ul)
A3 pBSCTB 0,003 0,005 0,003 0,004
{5 ul)
B1 pUI23SCTB1. 0,001 0,003 0,008 0,004
1 (5ul)
B2 pUI235CTBA1. 0 0,003 -0,001 -0,001
1 (5 ul)
Cc2 [pLI235CTRO. 0,004 -0,001 0 0.001
4 (5ul)
[<] pUI235CTBO0. 0,002 0,004 0,005 0,004
4 (Sul)
D2 plI235CTB.3 -0,007 0 -0,001 -0,003
I(s ul}
D3 pUIZASCTB.3 0,002 0,007 0,007 0,005
(5 ul)
[E1 p15CTA 0,002 0,004 0,002 0,001
{5 ul)
E2 ?gscm 0,007 0,002 0,005 0,005
ul}

* 100 ul da sol. da p-nitrofeni-glucurénido

1mM,
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CURVA PATRON DE PROTEINAS 170697

BSA (ug/mi) As20 AB20 BSA (ug/mi)| AB20 prom
0 0 0 0
10 0.124 0.091 10 0.108
20 0.185 0.198 20 0.192
30 0.315 0.289 30 0.302
40 0338 0.35 40 0.343
50 0.411 0.392 50 0.402
60 0.458 0.447 0.425 60 0.457
70 0.493 0.54 0.529 70 0.517
80 0.557 0.56 80 0.559
- curva patrén de proteinas 170697
0S + Iy
041 it
o A4
E 03l
n
P Para encontrar la dilucién adecuada:
0zt .- y = 0,0067x + 00168 muestra _[ditucién __ [Abs620 Abs620
R? = 0,5909 control (=) 1:40] 0.015) 0.021
T s R=0,9954 control {-) 1:08 0.217 0.235
0 ) control {-) 1:04 0.451 0.41
o 20 £0 80 80
BSA (ugimi)
[# tubo AB20 AB20 AG20 prom| protelnas {ug/mi) dil 1:8 |BSA(ug/mi)
{AS20-0.0168)0.0067
¢l sin DNA efecirop 0.159] 0.183 0.171 23.015 184.12
A1 sin DNA electrop 0.181 0.134] 0.1575]  21.000 168.00
A2 pBSCTB 0.191 0.196] 0.1935] 26.373 210.89
A3 pBsSCTe 0.148 0.195] 0.1705] 22.940 183.52
Ad pBSCTB 0.164 0.181 0.1725]  23.239 185.91
[B1 pUIZISCTEL 0.147 0.141 0.144 18.985 151.88
B2 pUIZ3SCTES.1 0.181 0.194]  0.1875 25.478 20382
B3 pUIZASCTB1.1 0.107 0.113 0.1 13.910 111.28
c2 pUIZ3SCTRO.4 0.187 0.18]  0.1735] 23.388 187.10
c3 pUIZ3SCTEO.4 0.159 0.175 0.167 22.418 179.34
c4 pliZ35CTBO.4 0.165 0.171 0.168]  22.587 180.54
D2 |puiEFICTRO.3 0.165 0.172] 0.1685] 22642 181.13
D3 pUIEFICTEO.3 0.141 0.151 0.146 19.284 154.27
D4 pUIEFICTB0.3 0.169 0.187 0.178]  24.060 192.48
[E1 p15CIKA 0.17 0.187]  0.1785 24.134 193.07
[E2 pl5che 0.164 0.176 0.17] 22.868 182.93
[E3 p15ctKA 0.181 0.194]  0.1875 25.478] 203.82
promedio 179.65935
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PURIFICACION Y ELECTROPORACION DE PROTOPLASTOS (050897)

PROCEDIMIENTO

Colectar por centrifugacién a 1000 rpm durante 5 min las clulas de D. carota

Resuspenderlas en 40 ml de solucidn enzimitica

Incubar durantc 18 hrs con agitacién ligera (40 ipm/min) y a temperatura ambiente

Filtrar Ia mezcla a través de una malla de poliester.

Agregar 40 ml de sol. de lavado

Sedimentar cels. a 300 rpm durante 5 min. (repetir paso 5 y 6).

. En alicuotas de 1x10° protoplastos hacer las combinacionss con los vectores de expresién de CTB y
plasmido reportero.

9, Aplicar un pulso de 300V, 330 uF

10. Mantener en hielo por 5 min.

11. Transferir a placas de cultivo (con 2 ml de cultivo)

12. Mantener placas en escuridad a 25°C, por 24 hrs

13. A las 24 hrs, ensayos de deteccion de GFP y GUS

MO

RESULTADOS:

La viabilidad fue registrada en fotos y fue la siguiente:

tratamiento cels. totales cels. fluorescentes | % cels. Viabilidad
’ flworescentes | (%)

. pre~clectrop 47 38 803 81.02

pre-clectrop 16 13 81.25

post-clectrop n 9 409 36.05

post-electrop 14 8 57.1

Extraccifn de proteinas de protoplastos

Sas -

ENSAYO GUS 050897

1. En alicustas de 950 pl de sol. de reaccién (p-nitrofenil-glucurbnido 1 mM) agregamos 50 ul del extracto

de proteinas (en promedio 43.13 pg de proteina total).

2. Incubamos a 37 C y registramos la Abs415 a las 22 hrs de la incubacién.

Sedimentamos cels. en tubos Eppendorf a 6000 rpm durante 5 seg.
Resuspendimos pastilla en 300 pl de sol de lisis.
Congelamos a -70 C
Sonicamos con dos pulses de 10 seg.. Mantener a 4 C.
, centrifugamos a 13 000 rpm durante $ min. para scparar de restos celulares.
Transferimos sobrenadante a tubos nuevos.

Actividad GUS {050897)
tiempo (h)  |blanco pBl426 pBl221
0,16 Q 0,0035 0,004
1,00 0 0,0015 0,003
22,00 0 0,003 0,001




CURVA PATRON DE PROTEINAS 050897

tubo No. C. patron BSA(ug/m! |A620prom
blanco (1) 0 0.008 0.008 0 0
2 0.086 0.084 0.08 10| 0.08333333
3 0.226 0.173 0.16 20| 0.18633333
4 0.222 0.205 0.213 30 0.21333333
5 0.247 0.29 0.287 40| 0.27466667
6 0.354 0.337 0.394 50| 0.36166667
7 0.412 0.426 0.409 60| 0.41566667
8 0.523 0.464 0.477 70 0.488
9 0.531 0.514 0.447
CURVA PATRON DE PROTEINAS 050897
[
y = 0,0068x + 0,047
06+ R? = 09781
R=0,8879 .
05
§ 041
5 031
021
014
Q + + + + !
] 20 <0 60 80 100
BSA (ug/mi)
Determinacitn de proteinas de lisados de protoplastas 050897
Lectura A620 de los lisados de los protoplastos (dil 1:4) _
ptésmido AB20 AG20 AG20 prom {proteinas dil 1:4 proteinas
(A620-0,047)/0,0088 (ug/ml
sin DNA 0.405 0.338 0.397] 51.3970588 205.59
pBl426 0.412 0.423 0.4175] 54.4852941 217.94
pBl1221 0.409 0.394 0.4015} 52.1323529 208.53
promedio 210.686275
Determinacién de proteinas en lisado de E. coli DH5alfa
Dilucién AB20 AB20 A620 AB20 prom |(AB20-0,047)/0,0068 proteinas
(ug/m)
1;400 0.112 0.094 0.103 0.103 12.87 5146.27
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Actividad GUS en E. coli 50897

min Abs 415 Ad415 A415 prom min p-nitrof (nmo!
1 0.007 0.004 0.006 1 0.060

5 0.012 0.007 0.010 5 0.100
10 0.018 0.027 0.023 10 0.230}

30 0.03 0.03 0.030 30 0.300

60 0.05 0.052 0.051 60 0.510

90 0.081 0.079 0.080 €0 0.800

220 0.187 0.165 0.176 2204 1.760

320 0.239 0.24 0.240 320] 2.400

acumulacién de p-nitrofenc! en E. coli
3.000 -I'

2.500 1

:

-

p-nitrofenol {(nmolas)
g 8

g

§

Actividad GUS en E. coli;

Tiempo (min)

si A415 =0,051 a los 60 min
y DO415 de 0.01= 0.1 nanomol producto

Act. enzimat 99.2 pmolas p-nitrofenolM/mg proteina
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PURIFICACION Y COELECTROPORACION DE PROTOPLASTOS (120898)

PROCEDIMIENTO

LA N il adi

plismido reportero.

9. Aplicar un pulso de 400V, 330 uF
10, Mantener en hielo por 5 min,
11, Tmansferir a placas de cultivo (con 2 mi de cultivo)

12. Mantener placas en oscuridad a 25°C, por 24 hrs
13. A las 24 hrs, ensayos de deteccién de GFP y GUS

RESULTADOS:

La viabilidad fue registrada en fotos y fue Ia siguiente:

Viabilidad a lxs 24 hrs

(FDA 3 pl de stock 100x en 100 pl)

. Colectar por centrifugacién a 1000 rpm durante 5 min las células de D. carota
Resuspenderlas en 40 ml de solucién enzimdtica

Incubar durante 24 hrs con agitacién llgcra (40 rpm/min) y & temperatura amblcnte
Sedimentar cels. a 800 rpm durante 5 min. (repetir paso 5 y 6).
Resuspender los protoplastos en 40 m! en sacarosa al 20%
Centrifugar a 1500 rpm durante 30 min
Recuperar fase de protoplastos flotantes.
En alicuotas de 1x10° protoplastos hacer las combinaciones con los vectores de expresion de CTB y

[Muestra [totales fluorescentes [fluorescencia(%)

IDNA acarreador 59 25[42.37 42.04
' 12 5[41.66
16 8[50.00
41 14}34.14

pBI221+p17 18 8l44 .44 49.33
14 8]42.85
28 17160.71

pBi221+pBSCTB 10 8[80.00 50.97
12 5|41.66
16 5(31.2%

pBl426+pUIEFICTBO0.3 13 9169.23 69.90
17 12}70.58

pBI426+pUI235CTB1.2 19 §i42.10 43.27
27 12{44 .44

pBl426+pUI1235CTEO.4 40 5[12.5 20.53
8 2]33.33
12 4]332.33
1" 5[45.45
13 3]23.07

promedio= 47.5

PORACION (evaluada por entrada de azul de Evans inmediatamente despues de clectroporacién)

Voltaje (V) muestra protop. totales protop. porados % poracidn
300 1 44 23 52.27

2 28 8 28.57
400 1 40 27 67.5
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Abs 820

BSA (pgimd)

70

Concentracién de proteinas en protoplastos electroporados

gen reportero]tratamiento  [AbsG20 concentracién (pg/mi) {concentracién (pg/mit)
promedio {0.1x)

DMAacarreador 0.117 21.32 213.2
DNAacarreador 0.064 10,72 107.2
ph7ctE 0.070 11.92 118.2
pi7ctxB 0.075 12.92 128.2
pBSCTB 0.091 16.12 161.2
pBSCTR 0,105 18.92 189.2

pBi221 pUIEFICTEB0.3 0.108 19.72 197.2
pULEFICTB0.3 0.100 17.92 179.2
pUI23SCTB1.1 0.069 11.72 117.2
pUI23ISCTB1.1 0.076 13.12 131.2
pUI235CTBO.4 0.078 13.52 135.2
pUIZISCTEO.4 0.104 18,72 187.2
p17ctd 0.095 16.92 169.2
pi7et8 0.107 19.32 193.2
pBSCTB 0.093 16.52 165.2
pBSCTB 0.083 16.52 165.2

pBi426 pUIEFICTBO.3 0.074 12.72 127.2
pUIEFICTRB0.3 0.098 17.52 175.2
pUIZISCTB1.1 0.113 20.52 205.2
pUIZ35CTB1.1 0.137 25.32 253.2
pUIZISCTE0.4 0.101 18.12 181.2
lpu1zz5CcTBO.4 0.103 18.52 185.2

BSA pg/ml AB20
CURVA PATRON PROTEINAS 0 0
15.62 0.0925
31.25 0.1835
035 7 y = 0,005x + 0,0104
R?=0,9919 62.5 0.3165
034 R=0.0959
m= 0.005
b= 0.0104




Ensayo de actividad GUS en protoplastos colifidformados (120898) con pBl426 o pBl221
a 1kV/cm, incubacidn con p-nitrofenol glucurénido 1 mM durante 96 hrs.

24 hrs. 96 hrs.

{vector GUS |vectorCTB  [A415 Adi15 A415 prom  |A415 A415
Acarreador 0.002 0.001 0.002 0.0 0.027
pl17ctx8 0.001 -0.001 0.000 0 0.004
pl7ctxB 0.004 0,001 0.003 0.009 0.001
pBSCTH 0.003 0.005 0.004 0.018 0.017
pBSCTH 0.004 0.006 0.005 0.02 0.033

pBI426 pUIEFICTB0.3 0.008 0.003 0.006 0.027 0.041
pUIEFICTBO.3 0 -0.003 -0.002 0.077 0.077
pUIZ3SCTB1.1 0.002 0.003 0.003 0.007 0.008
pUIZASCTB1.1 0.009 0.011 0.010 -0.012 0.002
pUI23SCTBO.4 0.004 -0.001 0.002 0.003 0.002
pUIZASCTRO.4 0.002 0.002 0.002 0.018 0,02
p17ctaB 0.007 0.005 0.006 0.012 0.015
p17¢txB -0.003 0 -0.002 0.041 0.016
pBSCTB 0.002 0.008 0.005 0.015 0.013
pBSCTB 0.01 -0.002 0.004 0.031 0.036

pBl221 pUIEFICTB0.3 0.002 0.005 0.004 -0.011 -0.003
PUIEFICTB0.3 0.005 0.002 0.004 0.006 0.019
pUIZ35CTB1.1 0.003 0.001 0.002 0.05 0.051
pUIZ35CTE1.1 0.008 0.002 0.005 0.022 0.03
pUI235CTB0.4 -0.004 0.001 -0.002 0.012 0.018
pUIZ35CTRO.4 0.002 0.006 0,004 0.06
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