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RESUMEN

El desarrollo de la biotecnologia de plantas ha abierto la posibilidad de obtener vegetales de
consume humano que expresen proteinas de interés médico y puedan ser utilizadas como vacunas
comestibles. El célera, una de las enfermedades que puede ser prevenida con vacunas
comestibles, es causado por Vibrio cholerae. Las bacterias de esta especie colonizan el intestino
humano, donde liberan la toxina colérica {CT) causante de la drastica deshidratacion en los
enfermos de célera. La CT es una proteina de subunidades; la subunidad A (CTA) provoca el
desequilibrio idnico ¢ induce salida de agua de las células intestinales, mientras que la subunidad
B (CTB) forma un pentamero que ancla la toxina a la membrana apical de las células intestinales.
CTB es un inmunégeno muy potente que protege contra el cdlera y por ello es candidato para
transformar plantas con su gen {cixB) y crear vacunas comestibles. En este trabajo tratamos de
obtener transformates transitorias que expresen cfxB en células de zanahoria como un paso
preliminar al desarrollo de una vacuna comestible contra el célera basada en zanahorias. Para
lograrlo montamos y comparamos los métodos de transformacion de células de zanahoria en
cultivo por electroporacion, polietilénglicol y una combinacién de ambos, y detectamos la
expresion transitoria de los genes reporteros de la proteina verde fluorescente (GFP) y f3-
glucuronidasa (GUS). No hubo diferencias notables en la eficiencia de transformacion con los
diferentes métodos y la maxima expresion de los reporteros ocurrid entre las 24 h y las 48 h, pero
los vectores usados no permitieron la expresion de niveles detectables de CTB en los lisados de

células transformadas.



INTRODUCCION

El célera es una enfermedad infecciosa que ha provocado pandemias recurrentes desde 1817. Su
agente etiologico es Vibrio cholerae del serotipo Ol. El biotipo clasico ha causado seis
pandemias y el biotipo El Tor es ¢l causante de la dltima pandemia (Arakawa et al. 1998;
Watnick et al. 1999).

Al principio de lla década de 1960, surgio la Gltima pandemia en el suroeste de Asia, se
extendid hasta el medio oriente de Africa y llegd a América después de 100 afios de ausencia de
colera. La cepa de V. cholerae El Tor surgié en Pert en 1991 y se extendio a todo ¢l continente
rapidamente; hubo 100,000 casos de cdlera entre 1991 y 1992 desde México hasta Per(i (Arakawa
et al. 1998; Michalski et al. 1993; Taylor etal. 1994).

V. cholerae es una especie bacleriana gram-negativa marina que se ha adaptado a
ambientes estuarinos y de agua dulce (Watnick ef al. 1999). Cuando es ingerida por el hombre
puede infectar el intestino y liberar factores de virulencia que causan la enfermedad.
caracterizada principalmente por una drastica diarrea, dolor abdominal, dolor de cabeza y fiebre
(Sanchez et al. 1990).

La deshidratacion provocada por la toxina colérica (CT) puede llegar a ocasionar la
muerte (Sanchez et al. 1990). La CT tiene mas de 77% de homologia con la toxina termolabil de
E. coli enteropatogena en su secuencia de aminoacidos y de nucledtidos (Connell et al. 1995). Es
una proteina compleja formada por dos subunidades: una subunidad A (CTA) simple con peso
molecular de 28,000 y un pentdmero de subunidades B (CTB) cada una con un pese molecular de
11,600. CTA es el agente efector que causa la salida de agua en el intestino y CTB ancla la toxina
en las células blanco (Sanchez et al. 1990).

CTB esta areglada como un anillo en el cual esta parcialmente insertada la CTA. La

interaccion entre los monémeros de CTB es no covalente y muy estable, Su principal receptor es



el ganglidsido GMI, al cual tiene gran afinidad (constante de disociacion de 7.3x107'%) (Williams
etal. 1999).

CTA puede ser cortada ficilmente en dos fragmentos, A, y Ag, asociados por un enlace
disulfuro. El fragmento A2, adaptador a la subunidad B, tiene la secuencia lider KDEL. El
fragmento A, es una ADP-ribosiltransferasa que provoca el flujo de CI™ mediante ribosilacion de
la Gsq, cuya activacion debida a esta modificacién permite que la adenilato ciclasa se mantenga
permanentemente activa y aumente el nivel intracelular del AMPc, que a su vez activa a la
proteina cinasa A (PKA) para fosforilar v abrir los canales reguladores de CI” de la fibrosis
quistica. El flujo de CI” hacia la luz del intestino conlleva a un movimiento osmotico de agua que

provoca la diarrea (Williams et al. 1999)

Vacunas contra ¢l célera

La CT por si sola provoca una fuerte respuesta inmunitaria en ratones y tiene gran capacidad
adyuvante. Cuando se administran CTA o CTB oralmente activan la inmunidad de mucosas e
inducen niveles altos de IgA secretoria capaz de proieger contra la infeccion por ¥. cholerae o E.
coli enterotoxigénica (Williams 1999).

Las vacunas de subunidades con CTB o CTA generan buena respuesta inmune y pueden
disminuir la diarrea en enfermos de coélera que fueron inmunizados previamente con estas
subunidades; sin embaigo, en ellos persisten sintomas como la fiebre y ¢l dolor abdominal ya que
no hay inmunidad contra otros factores de virulencia.

A principios de ja decada de 1980 s¢ generaron varias cepas de V. cholerae con diversos
genes de virulencia deletados o inactivados como posibles cepas vacunales (Taylor et al. 1994;
Michalski et al. 1993). Hasta ahora la vacuna que ha arroja‘do mejores resultados es la creada en
1985 de organismos completos de V. cholerae con los genes de CTA y CTB inactivados por la
insercién de genes forineos en el operdn, complementada con CTB purificada (WC/BS por su
nombre en inglés “whole cell plus B subunit™), la cual protege contra los dos biotipos de V
cholerae y genera una memoria de dos afos, pero se dejé de aplicar porque era muy costoso

obtener CTRB purificada. Sin embargo, Sanchez et al. (1989) crearon un sistema para obtener CTB



recombinante en grandes cantidades para utilizarla nuevamente (vacuna WC/BSr “whole cell plus
B subunit recombinant”). Esta vacuna fue probada en Perti en 1998 y 1999 y el 61% de los

individuos dieron una buena respuesta inmune con dos dosis en seis semanas {Taylor et al. 2000).

Las plantas como vacunas comestibles

Desde hace varios afios las plantas se han utilizado como bierreactores para producir proteinas
recombinantes de interés farmacéutico o vacunal (Arakawa et al. 1998), Las plantas transgénicas
con t¢jidos comestibles que al ser consumidos provocan inmunidad contra alguna proteina de
interés llevé al concepto de vacuna comestible, introducido por el gurpo de Arntzen (Mason et al.
1995). Las plantas podrian abaratar la produccién de vacunas en gran escala y la inmunizacién
oral para nifios y adultos seria mas sencilla (Amtzen 1997, Wells 1999).

Las plantas pueden producir proteinas exdgenas mediante expresiéon transitoria o
expresion estable. Para la produccion masiva se prefiere la segunda y el método mas comin para
obtener transformantes estables es el uso de Agrobaterium tumefaciens, aunque también puede
utilizarse la introduccion del ADN por biobalistica o electroporacion (Davey et al. 1989).

Ya se han empleado plantas tansgénicas que expresan LTB termolabil o CTB como
vacunas comestibles experimentales con buenos resultados en ratones y humanos (Haq et al.

1995; Tacket et al. 1998; Arakawa et al. 1998).

Desarrollo de vacunas comestibles

Las primeras plantas capaces de expresar genes foraneos fueron obtenidas por Curtis et al. (1990),
y luego se obtuvieron otras expresan proteinas de Streptrococcus mutans en las hojas del tabaco
(Ma 1998). Mason (1995) demostré la expresién del antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B HBsAg en tabaco.

Dalsgaard et al. (1997) demostraron que las proteinas producidas en plantas pueden

generar inmunidad en animales, Inmunizaron seis visones por via nasal con el epitopo VP2 de
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una proteina de cdpside del virus de la enteritis del visén producido en las hojas de frijol y
posteriormente expusieron al virus a los animales inmunizados. Solo uno de los seis visones
inmunizados desarrolld diarrea.

Hag et al. (1995) obtuvieron plantas de papa y tabaco que expresan LTB. El gen
correspondiente contiene una secuencia que codifica un péptido para la retencién microsomal
(SEKEL), v su produccion fue alta (14 pg de LTB por gramo de proteina de hojas de tabaco y
110 pg por grame de proteina de microtubérculos de papa). Un afio después Hein et al. (1996)
produjeron CTB y CTA en plantas transgénicas de tabaco. Ambos grupos comprobaron que la
subunidad B se pentameriza, es reconocida por el ganglidsido GM1, e induce anticuerpos
especificos en ratones Balb/c inmunizados por via oral,

Arakawa et al. (1998) obtuvieron papas transgénicas que expresan 30 pg de CTB
pentamerica por gramo de proteina en todos los tejidos de la planta. Inmunizaron ratones y
obtuvieron sueros capaces de neutralizar la actividad de la holotoxina en ensayos in vitro.

Taket et al. (1998) probaron en voluntarios adultos papas transgénicas que expresan un

.gen de LTB que cuenta con la sefial SEKEL. Las papas cocinadas mantienen el 50% de
antigenicidad y los sueros de voluntarios que comieron estas papas neutralizan el efecto de la
holotoxina en ensayos in vitro.

Los resultados descritos indican que las proteinas producidas por plantas retienen su

actividad y que su calidad es comparable a las producidas en otros sistemas eucariontes como las

levaduras (Hammond 1999).

La tendencia actual es desarrollar vacunas comestibles de mayor aceptacion que el tabaco
o la papas tales como el tomate (Mac Cormike et al. 1991) o el platano (Honig 1997), y empresas
biotecnolégicas transnacionales como DuPont, Axis Genetic y ProdiGene estdn invirtiendo

fuertemente para obtener vacunas comestibles y comercializarlas (Wells 1999).

Expresion transitoria

La expresién transitoria deriva de genes que no se han integrado a los cromosomas y permite la

sintesis de proteina transgénica por cierto tiempo (Rasmussen et al. 1993). El nimero de
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moléculas de DNA que entran a las células es mucho mayor que el de las gue se integran a los
cromosomas, por 1o que la expresién transitoria puede detectarse con menor cantidad de material
vegetal ransformado (Ballas et al. 1987).

Los ensayos de expresién transitoria en protoplastos vegetales permiten analizar
diferentes aspectos de la transformacién vegetal. Se usan para conocer la eficiencia de los
promotores de virus vegetales y determinar las condiciones apropiadas para la transformacion
(Davey et al. 1989).

En este trabajo nos propusimos obtener transformantes transitorias de células de zanahoria
que expresen el gen silvestre CTB. Dividimos el trabajo en tres ctapas. Primero montamos y
comparamos los métodos transformacion por electroporacion, tratamiento con polietilénglice!l
(PEG) ¥ una combinacidn de ambos. Luego analizamos la expresion transitoria de dos genes
reporteros (GFP y GUS) en células de zanahoria transformadas para comparar la eficiencia de
expresion de dos vectores y dos promotores diferentes para determinar las condiciones y tiempos
de expresién apropiados para la transformacion. Finalmente tratamos de detectar y cuantificar ia

expresion transitoria de CTB en células de zanahoria transformadas.
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JUSTIFICACION

La obtencion y mantenimiento de células de zanahoria en cultivo son métodos confiables,
reproducibles y bien establecidos.

l.a transformacién de protoplastos de zanahoria es una de las mas eficientes en €l campo
de la biotecnologia vegetal.

El andlisis de [a expresion transitoria de genes reporteros (como GFP y GUS) permitiria
establecer condiciones apropiadas para transformar células de zanahoria en cultivo a partir

de la cuales podrian obtenerse vacunas comestibles en el futuro,
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OBJETIVOS

Objctivo General

Obtener zanahorias transgénicas que expresen CTB y puedan emplearse como vacunas

comestibles,

Objetives particulares

G

Transformar células de zanahoria con el plasmido pCAMBIA1302, portador del gen de la
proteina verde fluorescente (GFP) como reportero, mediante tres métodos:

a. Polietilénglicol,

b. Electroporacién

¢. Una combinacion de ambos.

Determinar la actividad de B-glucuronidasa (GUS) y la proteina verde fluorescente (GFP)
en células de zanahoria transformadas transitortamente con los plismidos
pCAMBIA1302, pCAMBIA1304 y pBI426, para determinar las condiciones que permitan
maximizar su expresion.

Transformar células de zanahoria con los plasmidos pU1235CTB1.2, pUI235CTBO.4 v
pUIEFICTB(.3 que codifican la subunidad B de la toxina del célera y detectar su

expresion.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

_ SUSPENSION DE
CELULAS DE ZANAHORIA
-
OBTENCION DE
PROTOPLASTOS
TRANSFORMACION
CON pCAMBIA1302
PEG ELECTROPORACION PEG +ELECTROPORACION
SELECCION DE UN
METODO DE
TRANSFORMACION:
TRANSFORMAR ' TRANSFORMAR
CON pCAMBIA1302 CON pCAMBIA 1304
pCAMBIA1304 pB1426
Y y
COMPARAR Y MAXIMIZAR COMPARAR Y MAXIMIZAR LA
LA EFICIENCIA DE EFICIENCIA DE LOS
EXPRESION DE GFP PROMOTORES 358 Y 2355 PARA
LA EXPRESION DE GUS
TRANSFORMAR /
CON pUI235CTB1.2
pUI235CTBO.4
pUIEFICTBO.3
DETECTAR LA
EXPRESION DE
CTB
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de zanahoria y plismidos

Para la transformacion se usaron suspensiones celulares de zanahoria de cuatro dias de
incubacién, obtenidos de explantes de hipocotilo de plantulas de zanahoria (Daucus carota var.
Nantes) {Nava 1995).

Los plasmides pCAMBIAI302 y pCAMBIA1304 (Tabla 1) contienen el gen de la
proteina verde fluorescente (GFP} como reportero; el segundo porta ademas el gen widd que
codifica B-glucuronidasa (GUS); ambos plasmidos regulan la expresion de los genes reporteros
con el promotor 358 del virus del mosaico de la coliflor (PCaMV355) (Fig. 1). El plasmido
pBI426 (Tabla 1) porta los genes widd y nptll en forma bicistronica bajo el control
transcripcional del promotor 338 del virus del mosaico de la coliflor duplicado en tindem
(PCaMV2358) (Fig. 1) (Malpica 1998).

Los plasmidos usados para ensayar la expresion de CTB en células de zanahoria,
pUI235CTB1.2 y pUI235CTB0.4 (Tabla 1), contienen cixB fusionado con la secuencia lider de
LTB y bajo el control de PCaMV2358 (Fig. 1). El pUIEFI(.3 {Tabla 1) contiene ctxB fusionado
con el promotor PEF-1pAt (Fig. 1) (Malpica 1998).

Aislamiento y purificacién de protoplastos de zanahoria

Doscientos mililitros de suspension celular de 4 dias de incubaci6n fueron centrifugados a 70xg.
El boton celular se resuspendid en 50 ml de solucidn enzimatica (CaCly 1.5 mM, manitol 0.4 M,

glucosa 0.3 M, celulasa 2%, pectinasa 1% y medio de cultivo Murashige Shock modificado
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[MSm], pH 5.6) y la mezcla se incubd a temperatura ambiente por 20 h con agitacion lenta
(Saunders ef af. 1995; Malpica 1998). La suspension cehular se filtrd a través de mallas finas de
poliéster y el filtrado se centrifugd a 70xg por 7 min y la pastilla se resuspendié en 50 mi de
solucién para flotacion (sacarosa 25% y MSm) (Chupeau et al. 1970) v los protoplastos se
centrifugaron a 500xg por 20 min.

La nata de flotacion se recuperd con una pipeta Pasteur en un tubo Falcon de 50 ml, se le
agregaron 20 m! de solucién de lavado 1 {manitol 0.6 M, medio de cultivo Gamborg B5 0.33%,
CaCly 1.5 mM, MES 25 mM y MSm, pH 5.6) y se centrifugd a 70xg durante 7 min. La pastilla se
resuspendié en 10 ml de solucién de lavado 2 (manitol 0.6 M, Gamborg B5 0.33%. MgCl; 15
mM, MES 25 mM y MSm, pH 53.6) y se tomaron 10 pl de suspensién celular para el célculo de la
densidad celular en el hematimetro; la densidad se ajustd a 2x10% células/ml (Bhosswani et al.

1989; Rasmmussen e! al. 1993).

Transformacién por electroporacidin

Se resuspendieron las células en solucidn de electroporacion (HEPES 10 mM, manitol 0.6 M,
KCI 150 mM, MgCl; 15 mM y MSm, pH5.6); a cada mililitro de suspension se adicionaron 50
ug de DNA de esperma de salmén { DNA acarreador) y 10 pg del plasmido transformante. Se les
did un pulso eléctrico de 0.75 kV/em? en el electroporador BRL450 {Life Technologies); los
protoplastos se incubaron en cajas de cultivo, se les agregaron 2 ml de solucion de cultive (MSm
con manitol 0.4 M y glucosa 0.2 M} y se incubaron en la obscuridad a temperatura ambiente

(Zaghmout et al. 1992; Malpica 1998).

Transformacion con PEG
A muestras de 1 ml de suspensién (2x10° células/ml) se les agregé 50 pg ADN acarreador, 10 ng

de plasmido transformante y un volumen igual de PEG al 50% (Kung ef o/, 1993). Se mezclod

bien por pipeteo y se dejo reaccionar el PEG por 30 min a temperatura ambiente: después se
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agregaron alicuotas de 2 ml de solucién de lavado | en cinco ocasiones a intervalos de 5 min para
diluir ef PEG y detener la reaccién, Finalmente las células se centrifugaron a 70xg por 7 min, la
pastilla sc resuspendid en 5 ml de solucién de cultivo y se mantuvo en la obscuridad a

temperatura ambiente (Rasmussen et al. 1993).

Transformacién con el tratamiento combinado

A muestras de 1 ml de suspensién celular (2x10° células/m!) en tubos Falcon de 15 mi se
agregaron 50 pg DNA acarreador y 10 pg de pldsmido transformante. Después se les adicioné
PEG al 50% para obtener una concentracion final de 13%. Se mezcld bien y se incubd a 45'C por
10 min, al cabo de los cuales se dej6 enfriar a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente las
mezclas se colocaron en hielo por 5 min, se les dio un pulso eléctrico de 0.75 kV/cm® en el
electroporador, se incubaron a temperatura ambiente por 5 min y finalmente se les agregaron 2
ml de solucién de lavado 1 en cinco ocasiones a intervalos de 5 min para diluir el PEG y detener
la reaccion. Después las células se centrifugaron a 70xg por 7 min y las pastillas se
resuspendicron en 5 ml de medio de cultivo y se dcjaron en la obscuridad a temperatura ambiente

(Shillito et al. 1985).

Permeabilidad celular

Durante la aplicacién de cada método de transformacién, a un par de suspensiones de | ml se les
agregaron 100 pl de azul de Evans, después se lavaron por centrifugacién para retirar el exceso
de colorante se incubaron en medio de cultivo en la obscuridad a temperatura ambiente y a las 24
h se abservaron al microscopio. El porcentaje de células teiiidas se considerd como un indicador

de la permeabilidad que provocd cada tratamiento (Saunders ef al. 1995).
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Viabilidad celular

Después de 24 h de haber sido tratadas, se tomaron alicuotas de 100 pl de las suspensiones
celulares transformadas, se mezclaron con 400 pl de medio de cultivo y se les agregaron 5 pl de
FDA (0.02%). La mezclas se incubaron por 3 min y se observaron al microscopio de
epifluorescencia (filuo excitatorio de 490 nm e inhibitorio de 515 nm). El porcentaje de células
fluorescentes se considerd como un indicador de la viabilidad de la poblacién celular (Widholm

1972).

Deteccion de GFP

Una gota de cada suspension celular transformada con pCAMBIA1302 o pCAMBIAL304
mediante los diferentes métodos fue observada en el microscopio de epifluorescencia (filtro
excitatorio de 490 nm e inhibitorio de 460 nm}), para observar la emisién de luz por la proteina
verde. El porcentaje de células transformadas se calculé como el cociente resultante de dividir las

células fluorescentes entre el total de células observadas (Niwa et al. 1996; Malpica 1998).

Actividad GUS por colorimetria

E! ensayo colorimétrico tiene una sensibilidad moderada, pero permite realizar ensayos de larga
duracién gracias a la estabilidad de la enzima. Se us6 como control de las condiciones del ensayo
(Jefferson 1989) la cinética de GUS en mezcla con lisados de £. coli K12 (Fig. 2).

Las células de zanahoria transformadas con pCAMBIA 1304 o pBI426 fueron incubadas
24 h, 48 hy 72 h se centrifugaron a 70xg pot 7 min y se resuspendieron en 500 pl de solucién de
lisis (NaH,PO4 50 mM., NaCl 0.1 M, EDTA 0.1 mM, Tritén X-100 0.1%, B-mercaptoetanol 10
mM, fluoruro de fentlmetilsulfonilo (PMSF) 25 ug/ml, pH 7) y se lisaron por dos pulsos
ultrasdnicos de 20 s. Se diluyeron 1:10 en mezcla de reaccién (NaH;POs 50 mM, §-
mercaptoetano] 10 mMl, p-nitrofenolglucurénido 2 mM, Tritén X-100 0.1%, pH 7) y se dejaron

incubar hasta 96 h a 37 C (Jefferson 1987) A intervalos de 24 h se tomaron una alicuotas de 100
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ul se colocaron les pozos en una placa de ELISA y las reacciones se detuvieron con 40 pl de 2-

amino, 2-metil propanediol 2.5 M y se leyerona 415 nm.

Contenido de proteinas

Se determind la concentracién de proteinas por el método de Bradford (1976), con una curva

patrdn de seroalbimina de bovino (BSA, 1 mg/ml) (Fig. 3).

Deteccion de GUS por tincién con X-Glu

Las células de zanahoria transformadas con pPCAMBIA 1304 o con pBI426 ¢ incubadas por 24 h y
48 h se centrifugaron y se resuspendieron en de reaccidén (glutaraldehido 25%, NaH;PQ, 0.1 M,
Tris 50 mM, X-Glu | mM pH 7) (Jefferson 1987; Rassmusen et al. 1993) se incubaron 24 horas y
se observaron al microscopio de luz transmitida para determinar el porcentaje de células azules

que reaccionaron con el sustrato.

Deteccidon de CTB

Una placa de ELISA con 150 ng de CTX inmovilizados por pozo se lavo tres veces con 200 ul de
solucidn de lavado (caseina 0.3% disuelta en PBS-Tween 20 1%) por pozo. Posteriormente se
agregd caseina (100 pl por pozo} por 1 h a temperatura ambiente para bloguear la placa.

Ciento cincuenta ul de cada una de las diluciones seriadas al doble de una solucion madre
de CTX (1 mg/ml) se mezclaron con el mismo volumen de una soluci6én de anticuerpos de ratdn
antiCTX (1:2000) v se incubaron 10 min a temperatura ambiente. Los pozos de la placa se
lavaron tres veces con 200 pl solucién de lavado (caseina 0.3% disuelta en PBS-Tween 20 1%)
por pozo y después se agregaron 100 pl las diferentes mezclas de CTX y antiCTX a pozos

diferentes y se incubaron | h a temperatura ambiente. Después se lavaron (200 pl por pozo) tres
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veces con solucion de lavado y se agreg6 el anticuerpo conjugado de chivo antirratén (1:2000) en
solucion de lavado (100 ul por pozo) y se dejaron | h a temperatura ambiente. Finalmente se
lavaron tres veces los pozos con solucion de lavado, se agregd (100 pl por pozo) la solucién de
reaccion (4.5 mM FDA, 3.45 mM H,0,), se incubd 1 h en penumbra y la reaccion se detuvo con

H2S04 2 N. Las placas se leyeron en un lector de ELISA a 492 nm.
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Tabla 1. Plasmidos utilizados (ver diagrama en la Fig. 1)

Plasmido Caracteristicas

pCAMBIA1302" Genes de la proteina verde fluorescente (g/p) v de resistencia a
higromicina y a kanamicina regulados por el promotor 358 del virus
del mosaico de la coliflor (PCaMV33S).

pCAMBIA1304" Genes gf y de p-glucuronidasa (uidd) arreglados de forma
bicistrénica, Genes de neomicina fosfotransferasa (nptf) y de
resistencia a kanamicina. Todos regulados por PCaMV35S.

pBI426" pUCI8 con PCaMV235S y el potenciador € del virus del mosaico

del tabaco como reguladores de los genes wid4-nptil,

pUI235CTB1.2°

pUI235 con nptll vy la secuencia codificante de CTB con la
secuencia no traducida 3’ de CTX y la del péptido lider de LTB,
controlades por PCaM V2358 (PCaMV358S duplicado en tindem).

pUI235CTB0.4"

PUI235 con nprll y la secuencia de CTB del péptido lider de LTB,
bajo el control del promotor PCaMV2358S.

pUIEFICTB0.3"

pUIEFI-5.1 con el promotor del gen e£f-15 de Arabidopsis thaliana
{PeEF-1BAt) para regular nptf] v la secuencia de CTB.

*Center for the Application of Moelecular Biology to International Apgriculture

*Malpica 1998
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——»
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nptif Pnos P2358 cixB 0.4
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oo —

nptll

Pnos PeEF-1BAt ctxB 0.3

Fig. 1. Genes de interés en las construcciones de los plasmidos empleados.
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Tiempo (h)

Fig. 2. Cinética de B-glucuronidasa de E. cofi K12. Las células de un cultivo de toda la noche se
lavaron y se lisaron por sonicacion. El lisado se afadi6 a la mezcla de reaccion. La actividad

enzimadtica se determiné cada hora en un lector de ELISA con un filtro de 415 nm.
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Fig. 3. Curva patron de proteinas con el método de Bradford. Se obtuvo con diluciones seriadas

al doble de una solucién madre de BSA (1 mg/ml).
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Fig. 4. Curva patrén de CTX por ELISA competitivo. Diluciones seriadas al doble de una
solucidn madre de CTX (400 ng/100 pl) fueron mezcladas con un volumen igual de anticuerpos
antiCTX (1:200) por 10 min. Lucgo se colocaron 100 pl de cada mezcla con 150 ng de CTX

inmovilizados y el ensayo se reveld con FDA y HzO,.
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RESULTADOS

Comparacion de tres métodos de transformacién

Comparé los siguientes métodos de transformacién por pCAMBIA1302 (vector que pennite
expresar GFP bajo control del promotor PCaMV233): 1) polietilénglicol (PEG) 25%. 2)
electroporacion 0.75kV/em® y 3) una combinacién de |os anteriores (polietilénglicol 12% mas
electroporacién 0.75kV/em®), Con cada método determiné la proporcion de células viables,
permeabilizadas y transformadas.

El porcentaje de células viables fue similar {Fig. 6), pero hubo diferencias en el porcentaje
de células permeabilizadas; la electroporacion dio el mas bajo con 24% (contra 63.5% y 59.9%
del método con PEG y del combinado, respectivamente) (Fig. 7), pero la expresion de GFP fue

similar con los tres métodos (Fig. 9).

Con estos resultados decidimos comparar la eficiencia de expresién de GFP mediada por

dos plasmidos similares, pPCAMBIA1302 y pCAMBIA1304,

Eficiencia de 1a expresion con pCAMBIA1202 y pCAMBIA1304

Muestras de células de zanahoria tratadas con pCAMBIAL302 o pCAMBIAI304 fueron

observadas en el microscopio de fluorescencia 24 h después de haber sido transformadas con el

método combinado (Fig. 8).
La proporcion de células que expresaban GFP con pCAMBIA1304 (21.2%) fue un poco

mas del doble que con pCAMBIA1302 (9%) (Fig. 10).
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Conclui que pCAMBIA1304 es mas efectivo para expresar GFP en células de zanahoria
que pCAMBIAI1302 y decidi usar pCAMBIA1304 para determinar ¢l tiempo de la expresion

maxima de GFP en células de zanahoria.

Viabilidad y expresién maxima de GFP en células transformadas

Era importante saber cuindo se recuperaba la viabilidad de las células transformadas y cuando
era mayor la expresién del reportero para luego tratar de maximizarla con los plasmidos que
contienen el gen de CTB pero no un reportero observable como el de GFP.

La viabilidad de las células tratadas con pCAMBIA 1304 se recuperd de 69.9% a las 24 h
a 90% a las 48 h; la expresion de GFP 1ambién fue méaxima a las 48 h con una proporcién del
25% v se mantuvo hasia las 72 h (Fig. 11).

Conclui que la recuperacién de la viabilidad y la maxima expresién de GFP ocurre a las

48 h después del tratamiento.

Expresion de B-glucuronidasa (GUS)

Los plasmidos que contienen el gen de CTB regulan su transcripctén con el promotor
PCaM V2358 duplicade en tandem, mas potente que el promotor simple PCaMV35S, Para ver si
se cumplia esta prediccion, comparé la expresion de GUS bajo el control de ambos promotores.
Para ello usé pCAMBIA 1304 y pBI426 porque el primero tiene el promotor simple mientras que
el segundo tiene el promotor doble. Analicé la expresidén de GUS por colorimetria y por tincién
con X-Glu de las células transformadas.

Los lisados de células de zanahoria a tas 24 h de haber sido tratadas con pBI426 tuvieron
actividad de GUS confiable s6lo después de 90 h de incubacidn, y la actividad especifica fue de
0.110 y 0.085 A4;s/mg de proteina/h en dos experimentos independientes (Fig. 12). Estos valores

fueron 18.3 y 14.2 veces mis altos que los de lisados de ¢élulas de zanahoria no transformadas

(0.006 Ay s/mg de proteina/h) (Tabla 2).
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El anélisis de la expresion de GUS en células de zanahoria transformadas con pB1426 y
tefiidas con X-Glu mostrd 43% de células positivas a las 24 h (Fig. 13), mientras que solamente
se tifi6 el 24.5% de las células transformadas con pCAMBIAI1304 y las proporciones
disminuyeron a 19% y 17.8% a las 48 h, respectivamente (Fig, 14).

En conclusién, el promotor doble PCaMV2358 fue mds potente que el promotor simple
para la expresion de GUS en células de zanahoria. Por otra parte, la tincion celular fue mads
sensible pero menos duradera que la colorimetria para detectar la expresion de GUS en las
mismas células de zanahoria transformantes.

Los resultados de estos experimentos exploratorios para maximizar la expresién de GFP y
GUS, decidimos analizar la expresién de CTB en células de zanahoria 24 h y 48 h después de

haber sido transformadas.

Expresion de CTB

Mediante un método de ELISA competitivo muy sensible, ya que permite detectar un minimo de
6 ng de CTB, analicé la expresién de CTB en lisados de células de zanahotia que fueron tratadas
24 y 48 h antes con pUI235CTB1.2 (el cual contiene el gen ctxB fusionado a la secuencia no
traducida 3° de CTX y a la del péptido lider de LTB, y controlade por PCaMV235), con
pUI235CTB0.4 (ctxB fusionado a la secuencia del péptido lider de LTB controlado por
PCaMV2358), o con pUIEFICTBO.3 (ctxB controlado por PeEF-1B),

Los lisados de células que fueron transformadas con los tres pldsmidos no expresaron

niveles detectables de CTB.
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Fig. 5. Células de zanahoria teflidas con diacetato de fluoresceina (FDA), La observacién de las
células se hizo en el microscopio de fluorescencia, con lmpara de mercurio, filtro excitador de
490 nm vy filtro inhibidor de 515 nm. )
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Fig. 6. Viabilidad de las células de zanahoria después del tratamiento con PEG, electroporacion o
ambos. La viabilidad es expresada como el porcentaje de células que fluorescieron después de ser
tratadas con FDA. Los valores de los controles en cada ensayo fueron respectivamente 79%,
69.2% y 72.5% (normalizados al 100%).
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Fig. 7. Permeabilizacion de las células de zanahoria tratadas con PEG, electroporacion o ambos.
Se agregaron 100 pl de azul de Evans a una suspension de 1 ml (2x10® células/ml) durante cada
tratamiento de transformacion; las células se lavaron por centrifugacion y se dejaron 24 hen la
obscurtdad, al cabo de las cuales se observaron con el microscopio de luz transmitida. El
porcentaje de células tefiidas indica ¢l grado de permeabilizacion.
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Fig. 8. Expresidon de GFP en células de zanahoria transformadas por pCAMBIA1302 mediante
tratamiento con PEG, electroporacion o ambos. El porcentaje de células zanahoria que
expresaban GFP se determing a las 24 h, como en la figura anterior.
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Fig. 9. Células de zanahoria transformadas por pPCAMBIA1302 o pCAMBIA1304 que expresan
la proteina verde fluorescente (GFP). (A) Grupo de células de zanahoria transformadas con
pCAMBIA1302 que expresan GFP observadas con el objetive 20x. (B) Célula de zanahoria
transformada por pCAMBIA1304 observada con el objetivo 40x,

34



—~ 30
o
é. ! 212
o. ; I
T |
QO 20
Py .
o) 9.0
: I
g 10 41
S, [
]
m 0 .

- — - — -

Control pCAMBIA1302 pCAMBIA1304

Fig. 10. Expresin de GFP en células de zanahoria transformadas por pCAMBIA1302 o
pCAMBIA1304. Las células fueron tratadas con PEG 12% y 0.75 kV/cm® y transformadas con el
plasmido pCAMBIA1302 0 pCAMBIA1304. El porcentaje de células fluorescentes se determind
igual que en la figura 9.
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Fig. 11. Viabilidad y expresion de GFP en células de zanahoria a diferentes tiempos después
haber sido transformadas por pCAMBIA{1304 mediante tratamiento con PEG 12% y 0.75
kV/em?. (A) Viabilidad de las células determinada con FDA a las 24, 48 y 72 h. (B) Expresion de
GFP,
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Tabla 2. Actividad especifica de GUS en lisados de células de zanahoria transformadas con
pBl426

AE

Lisado pg/l00 pl  Agys"  Absoluta® Relativa
Control® 260 0013 0.006 (1.0)
Experimento 1 19.8 0.198 0.110 18.3
Experimento 2° 18.1 0.139 0.085 14.2

*Con 90 h de incubacion
hA‘us/mg de proteina‘h
Células de zanahoria no transformadas

“Células de zanahoria transformadas
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Fig. 12. Actividad especifica de GUS en lisados de células de zanahoria transformadas con
pCAMBIA1304. Las células se lisaron 24 h después de haber sido transformadas y se incubaron
90 h en la mezcla de reaccién.
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Fig. 13. Célula de zanahoria que expresa P-glucuronidasa después de haber sido transformada por
pCAMBIA1304. Veinticuatro horas después de ser transformadas, las células se mezclaron con
X-Glu y se incubaron 24 h més.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Fig. 14. Expresion de B-glucuronidasa en células de zanahoria. El porcentaje de células tefiidas
con X-Glu se obtuvo mediante observacion en el microscopio de transmisién de muestras que
fueron transformadas 24 y 48 h antes con pCAMBIA1304 o pBi426.
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DISCUSION

Comparacién de los métodos de transformacién

La expresion transitoria en plantas se utiliza para analizar la eficacia de la wransformacidn por
diversos vehiculos y promotores y para asegurar la expresion de genes sintéticos antes de tratar
de obtener transformantes estables (Ballas et al. 1987).

Saunder et al, (1995) demostraron en células de zanahona la correlacion de la viabilidad y
la permeabilidad ocasionada por la electroporacién con la frecuencia de obtencion de
transformantes estables, y propusieron medir la viabilidad y la permeabilidad para optimizar las
condiciones de transformacién y comparar diferentes métados de transformacion. Por otra parte,
la electroporacion es tres veces mas efectiva para transformar células vegelales que el tratamiento
con PEG (Davey et al. 1996), y la combinacién de ambos métodos aumenta mil veces [a
proporcion de transformantes estables (Shillito et al. 1985). Sin embarge, cuande nosotros
analizamos la expresion transitoria de GFP en células de zanahoria estas predicciones no se
cumplieron y la viabilidad después de cada tratamiento fue similar (Fig. 6}, mientras que la
permeabilidad de las células tratadas por electroporacion fue casi tres veces menor que la
provocada por PEG 25% 6 PEG 12% mas electroporacion (Fig. 7). Aunque esperabamos que el
porcentaje de células que expresaban GFP fuera menor con la electroporacion, la proporcion fue
igual con los tres métodos (Fig. 8). .

Como de cualquier manera se acepta que el método de transformacion mas eficiente es el

combinado, decidi seguir usando éste para los experimentos subsecuentes.

Eficiencia de expresién de dos vectores similares
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Plasmidos similares deberian tener eficiencias similares de expresién, pero al comparar la
expresién de GFP en células de zanahoria transformadas con pCAMBIA1302 o pCAMBIA1304
(ambos tienen GFP bajo control del PCaMV358S) obtuve el doble de células que expresan GFP en
muestras transformadas con pCAMBIA 1304 (Fig. 10), por lo que decidi usar este pldsmido para

intentar maximizar la expresion de GFP.
Viabilidad y expresion mixima de GFP en las células transformadas

La maxima recuperacién de la viabilidad (90%) (Fig. 11A) y la mayor expresién de GFP en
células transformadas con pCAMBIA 1304 ocurrieron a [as 48 h después del tratamiento (Fig.
11B). Estos resultzdos son aceptables porque la maxima expresion transitoria de GFP en células
vegetales ocurre generalmente entre las 24 y 48 h después de ser transformadas (Saunders et al.

1995; Davey et al. 1989).

Expresién de GUS

El promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (PCaMV358) es reconocido como un
promotor fuerte, apropiado para transformar células vegetales (Toper et al. 1989). Cuando este
promotor se duplica en tandém (PCaMV23358) la segunda copia funciona come un potenciador
transcripcional que aumenta hasta diez veces el nivel de expresion (Malpica 1998).

Cuando comparé la expresion de GUS por colorimetria en lisados de células de zanahoria
que habian sido transformadas 24 h antes con pCAMBIA1304 (que contiene el promotor 355),
con los lisados de células transformadas con pBI426 (que contiene el promotor 2358), sélo
obtuve actividad confiable en los segundos (Tabla 2). Ei método colorimétrico es menos sensible
que la tincién de células, pero las condiciones en ias que tratamos los lisados garantizan que GUS
se mantiene por largos periodos (Jefferson, 1986); por eso pudimos hacer los experimentos
dejando los lisados hasta 96 h (Fig. 12). Rasmussen et al. (1993) determinaron con un método
fluorométrico que la méxima expresion de GUS en células de zanahoria ocurre 72 h después de la

transformacion; estos datos pueden deberse a la mayor sensibilidad del método que ellos usaron.
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Malpica (1998) utilizé el mismo plasmido y las mismas condiciones que nosotros para
analizar la expresion de GUS en lisados de células de =zanahoria transformadas por
electroporacién ¥ no encontrd actividad de GUS. La deteccién de la actividad de GUS por
nosotros en células tratadas con el método combinado manifiesta una mayor eficiencia de
transformacion que la obtenida por Malpica (1998).

Mediante la tincién cclular con X-Glu (Fig. 13) también observamos que la méxima
expresion de GUS ocurrid a las 24 h, y que las muestras transformadas con pBl1426 tenian una
mayor proporcién de células que expresaban GUS (Fig. 14). Estos resultados. semejantes a los
obtenidos por Rasmussen et al. (1993), confirman que para determinar la aclividad de GUS Ia
tincion celular con X-Glu es un método mas sensible pero menos duradero que el colorimétrico,.

El analisis de la expresién de genes reporieros en células de zanahoria indicé que las
condiciones, el método y los promotores fusionados a crxB usados para transformar células de

zanahoria funcionan eficientemente.
Expresion de CTB

La expresion de GFP y GUS fue similar y mixima a las 48 y 24 h respectivamente. y confirmo
que el PCaMV2358 (promotor que regula a ctxB) es mas eficiente que PCaMV33S.

Sin embargo, en numerosos intentos de transformacién no encontré evidencias de
expresion de CTB con el ensayo de ELISA competitivo. Estos resultados negativos podrian
deberse a que: 1) no hay transcripcién de cixB, 2) si hay transcripcién pero no hay traduccién de
CTB, 3} la traduccion de CTB es ineficiente por el uso de codones bacterianos en las células de
zanahoria y 4) la CTB recombinante es degradada inmediatamente.

Para aumentar la deteccion de la expresion transitoria de CTB en las células de zanahoria
transformadas podriamos aislar el RNA total y realizar un RT PCR usando primer especificos
para CTB y probar si hay transcripcién de las construcciones.

Otra opcidn seria obtener ¢élulas de zanahorias transformadas de forma estable, analizar

la deteccion de CTB con una cantidad mayor de biomasa.
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CONCLUSIONES

Los tres métodos de transformacion empleados tienen eficiencias similares.

La expresion de los genes reporteros GFP y GUS en las células de zanahoria
transformadas es igual cuando ambes genes son regulados por el promotor PCaMV358S.
La méxima expresion de GFP en células de zanahoria ocurre a las 48 h de la
transformacion.

La maxima expresion de GUS en células de zanahoria a las 24 h de la transformacion
independiente del promotor.

Confirmamos que PCaMV2358 mas eficiente que PCaMV358 para expresar genes
exogenos en células de zanahoria.

Las construcciones empleadas no permiten la expresion de niveles detectables de CTB en

las células transformadas.
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