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Resumen

"Produccién de antigenos y anticuerpos de interés veteri nario en plantas
transplastomicas de tabaco".

En esta Tesis Doctoral, se evalud la factibilidad de utilizar plantas transplastomicas de tabaco
(Nicotiana tabacum) para la produccion de proteinas de interés en medicina veterinaria: dos
antigenos virales y un anticuerpo de camélido de cadena simple (VHH). La primera proteina
producida en este sistema consisti6 en una fusién entre un epitope inmunogénico de la
proteina VP1 del virus de la fiebre aftosa y la enzima g-glucuronidasa (VP-SGUS). Se
generaron plantas transplastomicas, las cuales fueron caracterizadas a nivel molecular. La
proteina heterdloga se acumulé de un modo importante en los cloroplastos de las plantas
transformadas: hasta el 51% de las proteinas solubles totales (PST) (8 mg/g de tejido fresco
[TF]), conservando su actividad enzimatica e inmunogenicidad. Los niveles de expresion
observados resultaron claramente mayores a los obtenidos previamente en plantas
transgénicas nucleares utilizando la misma construccion. A pesar de estos altos niveles de
expresion, el fenotipo de las plantas transplastomicas resulté ser indistinguible del de las
plantas wild-type. Esta prueba de concepto con resultados alentadores nos permitié avanzar
en la produccion de otras moléculas mediante este sistema.

El segundo antigeno expresado fue VP8* una proteina no glicosilada de la capside de
rotavirus bovino (RVB). Se utilizé una version del vector que permite la acumulacion de VP8*
en el estroma y se generaron dos construcciones adicionales, una para expresarla como una
fusién a la B-glucuronidasa (GUS-E-VP8*), y otra para dirigirla al [imen de los tilacoides (str-
VP8*). VP8* se acumulé como agregados insolubles en el estroma de los cloroplastos y pudo
ser solubilizada parcialmente por sonicacidon. Se obtuvieron extractos de VP8* utilizando la
fraccion soluble, donde VP8* representaba el 4% de las PST (250 ug/g TF). Al extraerse VP8*
a partir de la fraccién insoluble sin incluir el paso de sonicacion, fue posible enriquecer la
preparacion en la proteina recombinante, eliminar la nicotina, y mejorar el rendimiento al
obtenerse 500 ug/g TF. La proteina VP8* obtenida a partir de ambas fracciones resultd ser
inmunogénica y protectiva contra el virus en el modelo del raton lactante. Las estrategias
alternativas para la expresién de VP8* no fueron exitosas. GUS-E-VP8* se acumulé como una
proteina soluble en el estroma del cloroplasto, pero en niveles significativamente menores que
VP8*. La construccion str-VP8* permitié la translocacion de VP8* al limen de los tilacoides,
pero se observé una protedlisis no esperada de la proteina, y la presencia de una forma
truncada de la misma. Estos resultados sugieren que la acumulacién de VP8* en el estroma
del cloroplasto es favorecida por su insolubilidad, que la protegeria del ataque proteolitico.

La tercera molécula expresada fue el VHH clon 3B2 dirigido contra un epitope conformacional
de la proteina VP6 de RVB. Para la expresion de este nanoanticuerpo también se evaluaron
tres estrategias: expresion de VHH en el estroma, redireccién al limen de los tilacoides (pep-
VHH) y fusién a la enzima g-glucuronidasa (GUS-E-VHH). Todas las lineas de plantas
transplastémicas expresando VHH mostraron un fenotipo heteropléstico. El analisis molecular
confirmd la heteroplastia en lineas que habian sido regeneradas en medio selectivo al menos
tres veces. La proteina VHH se acumul6 en niveles bajos, los cuales se acercaban al limite
de la deteccién por la técnica de western blot. La expresion se mejoré significativamente tanto
en las plantas pep-VHH (2,5% de las PST; 60 ug/g TF) como en las GUS-E-VHH (3% de las
PST; 70 ug/g TF), aunque en este Ultimo caso se observaron productos de degradacion. Las
plantas pep-VHH homoplasticas tenian un fenotipo clorético que se intensificaba con la mayor
iluminacién. Los resultados obtenidos muestran la dificultad de expresar este VHH en
cloroplastos y sugieren un efecto téxico del transgén. La redireccion al limen de los tilacoides
favoreceria la estabilidad de esta proteina heteréloga, lo cual es consistente con su expresion
exitosa en E. coli cuando se expresa en el periplasma bacteriano.

Los resultados presentados en este trabajo aportan evidencias que promueven el uso y
optimizacién de plantas transplastdmicas como biorreactores, para llegar a ser alternativas
rentables y concretas de uso en la industria.

Palabras claves:
Plantas transplastémicas; biorreactores; Nicotiana tabacum; antigenos; fiebre aftosa; rotavirus bovino; VHH.



Abstract

"Production of antigens and antibodies of veterinary inter est in tobacco
transplastomic plants"”.

In this PhD Thesis, we evaluated the feasibility of using transplastomic plants (Nicotiana
tabacum) for the production of proteins of interest in veterinary medicine: two viral antigens and
a camelid single-chain antibody (VHH). The first protein produced in this system was a
translational fusion of an immunogenic peptide from VP1 of foot-and-mouth disease virus and
the enzime p-glucuronidase (VP-BGUS). Transplastomic plants engineered to express the
aforementioned construction were characterized at the molecular level. The heterologous
protein accumulated up to 51% of the total soluble leaf protein (TSP), or 8 mg/g of fresh tissue
(FT), while retaining its enzymatic activity and immunogenicity. The observed expression levels
were clearly higher than those obtained previously in nuclear transgenic plants, using the same
construction. Despite these high levels of expression, the phenotype of the transplastomic
plants was indistinguishable from that of wild-type plants. This proof of concept with
encouraging results, allowed us to continue evaluating this system for the production of other
recombinant proteins.

The second antigen expressed was VP8* a non-glycosilated capside protein from bovine
rotavirus (BRV). Two additional constructions were used to express it in the chloroplast stroma
as a f-glucuronidase fusion (GUS-E-VP8*), and to accumulate it in the thylakoid lumen (str-
VP8*). VP8* formed insoluble aggregates in the stroma and was partially solubilized by
sonication. In the soluble extracts obtained from VP8* transplastomic plants, the recombinant
protein represented 4% of the TSP (250 ug/g FT). The insoluble fraction from these plants was
highly enriched in VP8*, devoid of nicotine, and contained 500 ug/g FT. The protein from both
fractions was immunogenic and conferred protection against the virus in the suckling mouse
model. The alternative strategies for VP8* expression were unsuccessful. GUS-E-VP8*
accumulated as a soluble protein at barely detectable levels. The construction str-VP8* allowed
translocation of VP8* into the thylakoid lumen, but the protein was processed in an unexpected
manner. These results suggest that VP8* accumulation in the chloroplast stroma is boosted by
its insolubility, which would protect the recombinant protein from proteolytic attack and
degradation.

The third molecule expressed was the VHH clone 3B2 directed against a conformational
epitope of the VP6, an inner capsid protein of BVR. This nanobody was expressed using three
strategies: accumulation in the stroma by itself (VHH) or as a fusion to the f-glucuronidase
(GUS-E-VHH), and translocation into the thylakoid lumen (pep-VHH). All the transplastomic
lines expressing the single-chain antibody presented an heteroplastic phenotype. Southern blot
analysis confirmed the heteroplasmy of these plants. In VHH transplastomic plants the protein
accumulated at very low levels, almost undetectable by western blot. Expression levels were
improved in both pep-VHH (2,5% of TSP; 60 ug/g TF) and GUS-E-VHH plants (3 % of TSP; 70
ug/g TF), but in the latter case degradation products were observed. Homoplastic pep-VHH
plants had a chlorotic phenotype, which was more intense when the plants were grown with
higher illumination. These results show the difficulty of expressing this VHH in chloroplasts and
suggest a toxic effect of the transgen on the plant. The redirection to the lumen of thylakoids
favors the stability of the heterologous protein, which is consistent with its successful expression
in E. coli when it is directed to the bacterial periplasm.

The results presented in this work support the use and optimization of transplastomic plants as
biorreactors, in order to become concrete industrial alternatives.

Key words:
Transplastomic plants; molecular farming; Nicotiana tabacum; antigens; foot-and-mouth disease virus; bovine rotavirus;

VHH.
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Introduccion

Introduccion general

La agrobiotecnologia ha tenido un gran impacto en el desarrollo humano, y ha experimentado
un auge desde la posibilidad de manipular genéticamente numerosas especies vegetales. Esto
representd un avance significativo en la obtencién de cultivos mejorados respecto de los
métodos convencionales, basados en el cruzamiento entre especies relacionadas
filogenéticamente (Vasil, 2008). Como resultado de estos desarrollos, se lograron distintos
productos que ganaron un lugar privilegiado en la agroindustria, como lo son las plantas

tolerantes a herbicidas o resistentes a insectos.

Otra aplicacién de las plantas transgénicas, es su utilizacion como biorreactores para la
produccion de proteinas recombinantes, un concepto conocido como molecular farming. Las
principales ventajas que ofrecen las plantas como biorreactores son el bajo costo asociado a la
generacion de biomasa, (producto de la naturaleza autotréfica de estas especies), la ausencia
de toxinas bacterianas, contaminantes virales y secuencias oncogénicas (Mor y col., 1998;
Walmsley y Arntzen, 2003), y la factibilidad de obviar la cadena de frio ya que la proteina de
interés puede ser almacenada en tejidos donde las mismas son estables a temperatura
ambiente (Sala y col., 2003; Streatfield y Howard, 2003; Lau y Sun, 2009).

Sin embargo, para que las plantas transgénicas puedan competir con otros sistemas de
expresion, deben cumplir con un nivel minimo de expresion. Este valor ha sido estimado en
alrededor del 1% de la proteina recombinante respecto de las proteinas solubles totales del
extracto de la hoja (Rybicki, 2009). Una estimacion mas reciente sugiere que un anticuerpo
recombinante producido en plantas, deberia tener como minimo un rendimiento de 50 ug por
gramo de tejido fresco, para que sea factible su purificacién a escala comercial (Rybicki, 2010).
Resulta claro entonces que mejorar los niveles de expresion en las plantas transgénicas
representa uno de los mayores desafios a vencer a fin de establecerlas como biorreactores
capaces de competir con los sistemas tradicionales, como ser las bacterias y las levaduras
(Floss y coal., 2007).

En la década pasada, dos proteinas recombinantes producidas en maiz transgénico llegaron al
mercado: la pB-glucuronidasa y la avidina, para uso en investigacion y diagnéstico,
respectivamente (Menkhaus y col., 2004). A su vez, en el 2006 se aprobé en Estados Unidos
la primera vacuna producida en células vegetales en suspension contra el Newcastle Disease
Virus (NDV), para ser utilizada en pollos (Vermij y Waltz, 2006). La aprobacion de esta vacuna
para uso veterinario pone en evidencia la menor exigencia de los organismos regulatorios
sobre este tipo de productos respecto de aquellos destinados a la salud humana (Meeusen y
col., 2007; Joensuu y col., 2008).

Actualmente se cuenta con dos metodologias ampliamente difundidas para la transformacion
nuclear de plantas. Una de ellas se basa en la introduccion de genes al genoma nuclear
mediante Agrobacterium tumefaciens, y el otro método es la biobalistica (figura 1). En ambos
casos el transgén se incorpora al azar en el genoma nuclear, y comdnmente son varias copias

del mismo las que se integran. En la transformacion nuclear son frecuentes los casos de
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silenciamiento transcripcional y post-transcripcional, y ambos mecanismos atentan contra la

sintesis de la proteina heterologa (Fagard y Vaucheret, 2000).

Transplastémica Transgénica nuclear Expresion transitoria

Biobalistica

Magnifection®

S Vector
55 viral
Plantas incubadas con
A. tumefaciens genética- Infeccién_con Agroinfiltracion. =€
mente modificado. vector viral.
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de ADN plasmidico. 3 -
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Figura 1. Metodologias de transformacién genética de plantas para su aplicacion en molecular

farming destinado a vacunas. Representacion esquematica de los distintos sistemas de produccién de
antigenos vacunales y su evaluacion funcional en modelos animales. Se presentan como ejemplos las

plantas de tabaco y lechuga (adaptado de Daniell y col., 2009a).

Otra opcién para producir proteinas recombinantes en plantas, que no requiere del desarrollo y
caracterizaciéon de eventos transgénicos, es la expresion transitoria mediante el uso de
vectores virales y agroinfiltracion. A su vez, estas alternativas han sido optimizadas mediante
el uso conjunto de supresores del silenciamiento génico, vectores de Ultima generacion y la
agroinfiltracion de amplicones virales utilizando A. tumefaciens. Esta tecnologia conocida
como magnifection, permite obtener miligramos de proteina recombinante por gramo de hoja
en menos de diez dias (Gleba y col., 2005; Marillonnet y col., 2005; Lai y col., 2010). Debido a
su alto rendimiento, se perfila como una de las metodologias favoritas para su aplicacién en la

industria.
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Una variante de la transformacion genética de plantas que ha permitido en humerosos casos
producir proteinas recombinantes en altos niveles, consiste en incorporar el transgén en el
genoma del cloroplasto (figura 2). De este modo la transcripcién se realiza en el estroma del
cloroplasto, y el mensajero es traducido por ribosomas plastidicos. En general, las plantas
transgénicas en su genoma plastidico (transplastémicas) presentan mejores niveles de
expresiéon respecto de las transgénicas nucleares, debido principalmente a la ausencia de
efectos de posicion (la transformacion de cloroplastos ocurre en una region predeterminada por
recombinacién homoéloga), y de silenciamiento génico transcripcional y post-transcripcional
(Bock, 2007). Se han caracterizado varios sitios de insercion del transgén en regiones
intergénicas, donde se garantiza su expresion y la misma no afecta la expresién de genes
endogenos (Maliga, 2004). Utilizando esta metodologia se han logrado plantas
transplastémicas capaces de acumular altos niveles de proteinas heterdlogas, como por
ejemplo: la proteina Cry de Bacillus thuringiensis llegé a representar el 45% de las proteinas
solubles totales (PST) de la hoja (De Cosa y col., 2001); el fragmento C de la toxina del tétanos
alcanzo el 25% de las PST (Tregoning y col., 2003), y una proteina de un bacteriéfago con
actividad antibacteriana alcanz6 el nivel extremo del 70% de las PST (Oey y col., 2009). Es
importante tener en cuenta que las proteinas producidas en cloroplastos no son glicosiladas, lo
cual es una limitacidon si esta modificacion es necesaria para su actividad biolégica o
estabilidad. Si la proteina recombinante no es glicosilada o pudiera cumplir su funcién en
ausencia de glicosilacion, la expresion plastidica tendria a favor evitar el agregado de
oligosacaridos propios de plantas que pueden resultar inmunogénicos (Gomord y col., 2010).
En la mayoria de las especies vegetales el genoma plastidico es de herencia materna, lo cual
constituye un punto a favor de la seguridad ambiental, ya que se evita la posibilidad de
diseminacién del transgén a través del polen. A su vez, a diferencia de las plantas
transgénicas nucleares, no se requiere de un proceso importante de seleccidon entre los
distintos eventos, ya que en principio se trata de individuos genéticamente idénticos, con el

transgén inserto en el mismo lugar en todos ellos (Svab y Maliga, 1993).

Las plantas transplastomicas han sido utilizadas por diferentes grupos de investigacion para la
expresién de antigenos vacunales contra enfermedades humanas y animales (Daniell, 2006;
Chebolu y Daniell, 2007; Fernandez-San Millan y col., 2008; Mc Cabe y col., 2008; Zhou y col.,
2008).

Segun las caracteristicas de la proteina a ser expresada y en base a la bibliografia existente,
se puede sugerir como estrategia para optimizar el rendimiento de la proteina recombinante,
acumularla en un compartimiento subcelular especifico: citoplasma, reticulo endoplasmaético,
vacuolas, membrana plasmatica, apoplasto, y cloroplastos (estroma o lumen de tilacoides).
Para esto se incluyen o eliminan sefiales de direccionamiento o retencion, las cuales pueden
ser homologas o heterdlogas (Jarvis, 2008). Sin embargo, cada proteina representa un desafio
Unico y su nivel de acumulacion en la célula vegetal no puede predecirse actualmente (Bock y
Warzecha, 2010; Rybicki, 2010).
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Figura 2. Transformacién plastidica mediante recombinacion homéloga. A) El vector de
transformacion se incorpora a las células mediante biobalistica. El tejido bombardeado es cortado en
pequefios trozos y se incuba en medio de regeneracion conteniendo espectinomicina como agente
selector. Las células transplastémicas pueden regenerar en presencia del agente selector debido a la
presencia del gen de resistencia aadA. Los transformantes primarios son generalmente heteroplasticos y
se requiere de rondas adicionales de regeneracion en presencia de agente selector para eliminar los
plastomas wild-type residuales. Finalmente, los brotes transplastomicos se incuban en medio libre de
fitohormonas para promover el enraizamiento. B) Integracion del transgén a una region intergénica del
genoma plastidico (ADNp). El gen aadA es precedido por un promotor plastidico, una secuencia Shine-
Dalgarno (amarillo) y una region 3' no traducida plastidica (rojo) para conferirle estabilidad. La integracién
ocurre por dos eventos de recombinacién homoéloga en las regiones flanqueantes. El transgén de interés
puede ser incorporado, con su propio promotor o combinado con el selector aadA formando un operén
(adaptado de Bock y Khan, 2004).

En nuestros trabajos previos con plantas transplastomicas podemos encontrar ejemplos de
proteinas estables en el estroma del cloroplasto como lo es la proteina g-glucuronidasa: la
misma se acumula en niveles de alrededor del 40% de las PST de las hojas de Nicotiana
tabacum y Solanum tuberosum (Segretin, 2009). Como contrapartida, el factor de crecimiento
humano (hEGF) es indetectable en condiciones de luz y aumenta su expresiéon a tan sélo al
0,05% de las PST en condiciones de oscuridad (Wirth y col., 2006). Esto marca claramente la
importancia de la estabilidad de la proteina en un determinado compartimiento, cuando se
pretende lograr altos niveles de expresién. Existen diferentes estrategias ya probadas en
eventos de transformacion nuclear, para aumentar los niveles de expresiéon de una
determinada proteina (Streatfield, 2007). Se ha demostrado que los niveles de expresion
pueden aumentar considerablemente cuando se dirige la proteina al compartimiento donde

esta alcance su correcto plegamiento y permanezca estable. Entre otros, el apoplasto y el
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reticulo endoplasmético presentan un ambiente oxidante y con baja actividad de proteasas, lo

gue nos permitié aumentar los niveles de expresion del hEGF (Wirth y col., 2004).

Existen pocos estudios sobre la estabilidad de las proteinas en el ambiente plastidico, y la
mayoria de los casos reportados hacen referencia al estroma del cloroplasto. El entorno del
lumen del tilacoide presenta importantes diferencias respecto del estroma plastidico,
particularmente a nivel de la actividad de proteasas y del potencial redox. Su ambiente
oxidante en condiciones de iluminacion es fundamental para la formacion de puentes disulfuro
(Buchanan y Luan, 2005). Es por ello que consideramos importante dirigir la expresion de
proteinas recombinantes a este compartimiento, y comparar los niveles de expresion que se
pueden alcanzar en él, con los alcanzados en el estroma. Han sido caracterizadas varias
sefiales y vias que permiten atravesar la membrana tilacoidal a proteinas sintetizadas en el
citosol (Mori y col., 2001; Jarvis y col., 2004). A su vez, recientemente se publico un trabajo
donde se analiza la estabilidad de una proteina de origen bacteriano, expresada desde el
genoma de plastidos de tabaco. En él, los autores muestran que esta proteina es estable en
ambos compartimientos, estroma y lumen, y en ambos es posible la formacién de puentes
disulfuro. Sin embargo, como los propios autores remarcan en el trabajo, solo se analizé la
estabilidad de una proteina, la fosfatasa alcalina de E. coli, y seria interesante analizar la

estabilidad y formacién de puentes disulfuros de otras (Bally y col., 2008).

Es también de préctica frecuente optimizar la secuencia del transgén para que se adapte al uso
de codones mas frecuente de la especie en cuestion. Esta estrategia de importancia en la
transformacion nuclear tiene poca influencia en los niveles de expresion de genes insertados
en el plastoma (Daniell y col., 2009b). La fusién traduccional de la proteina de interés a otra
con conocida estabilidad también es utilizada como estrategia para mejorar los niveles de
expresion (van Rooijen y Moloney, 1995; Hondred y col., 1999; Patel y col., 2007; Gray y col.,
2009a; Muto y col., 2009).

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado plantas transgénicas nucleares vy
transplastémicas para la produccion de moléculas de interés terapéutico (Wirth, 2005; Wirth y
col., 2006; Morgenfeld y col., 2009). Asimismo, ha desarrollado el vector pBSW-utr, que permite
realizar la transformacion plastidica de N. tabacum y S. tuberosum (Wirth, 2005; Segretin,
2009).

El grupo del Dr. Wigdorovitz, en el Instituto de Virologia del INTA-Castelar, ha desarrollado
plantas de alfalfa transgénicas que expresan distintos antigenos del virus de la fiebre aftosa
(Wigdorovitz y col., 1999; Dus Santos y col., 2002; Dus Santos y col., 2005), rotavirus bovino
(RVB) (Mozgovoj y col., 2004a) y virus de la diarrea viral bovina (VDVB). Para los antigenos de
aftosa y RVB se demostr6 su inmunogenicidad y proteccién en el modelo murino. Es
importante mencionar que para todos los casos mencionados los niveles de expresion de los
antigenos resultaron suboptimos. Solamente para VDVB se logré obtener un antigeno que una
vez procesado demostré inmunogenicidad en cobayos y mas importante aun, inmunogenicidad

y proteccion en bovinos (Perez Aguirreburalde y col., 2010).
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Asimismo, el grupo del Dr. Andrés Wigdorovitz y el grupo de la Dra. Parrefio del Instituto de
Virologia en colaboracién con un grupo del EMBL de Alemania, han desarrollado anticuerpos
de simple cadena de llama contra la proteina VP6 de RVB, y contra la proteina E2 del VDVB.
Dichos anticuerpos fueron expresados en forma exitosa en E. coli y en células de insecto

mediante el sistema de baculovirus recombinante (Garaicoechea y col., 2008).

En base a la experiencia de ambos grupos y la necesidad de encontrar una estrategia para
optimizar los niveles de expresion, en este trabajo de Tesis se expresaron proteinas de interés
para la medicina veterinaria utilizando plantas transplastdmicas de tabaco, las cuales
permitirian alcanzar mejores niveles expresion y representar una alternativa de bajo costo para

la produccidn de proteinas recombinantes no glicosiladas.

El trabajo ha sido dividido en tres secciones. La primera parte presenta los resultados de la
expresién de un antigeno del virus de la fiebre aftosa (VFA), uno de los virus animales mas
estudiados. Este virus de genoma de ARN de simple cadena infecta el ganado, es muy
contagioso y ha causado pérdidas billonarias en el pasado (Grubman y Baxt, 2004).
Actualmente sigue siendo un grave problema en Sudamérica, Asia y Africa. La vacuna
utilizada en Argentina es polivalente y a virus inactivado, su produccion es costosa y se
requiere de un laboratorio de seguridad P3A para la manipulacion de virus infecciosos (Brown,
1992).

En la segunda seccion se presentan los resultados de la expresién del antigeno VP8*, una
proteina no glicosilada de capside del rotavirus bovino (RVB). Rotavirus es la principal causa
de diarrea en terneros (Garaicoechea y col., 2006), y se han desarrollado diversas estrategias
de prevencién y control basadas en la utilizaciébn de vacunas destinadas a estimular la
inmunidad pasiva y activa (Matsui y col., 1989; Ruggeri y Greenberg, 1991; Gil y col., 2000;
Andrés y col.,, 2006). Los terneros se infectan a una edad muy temprana, y su principal
defensa contra el virus son los anticuerpos transferidos por sus madres durante la lactancia

(Fernandez y col., 1998).

Por Gltimo, se trabajé con un anticuerpo de cadena simple de camélido (VHH, figura 3) dirigido
contra la proteina VP6 de RVB. Los VHHs o nanoanticuerpos son las moléculas mas
pequefias con capacidad de unién de alta afinidad, y representan una herramienta valiosa en el
diagnéstico, la investigacion y terapias de inmunidad pasiva (Harmsen y Haard, 2007). Tienen
una mayor estabilidad que otros anticuerpos de simple cadena y gracias a su pequefio tamafio
se han disefiado construcciones bivalentes mejorando su funcionalidad (Muyldermans y col.,
2009). Poseen dos puentes disulfuro intracatenarios (Wesolowski y col., 2009) y se producen
de rutina en E. coli y levaduras, obteniéndose en el orden de los miligramos de forma soluble y

con la conformacion correcta (Frenken y col., 2000; van der Linden y col., 2000). El
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establecimiento de una plataforma de expresidn en plantas para estas moléculas podria
mejorar la relacion rendimiento/costo. Para lograr esto, es necesario que los niveles de
expresiébn sean aceptables y la purificacion a partir del tejido vegetal no presente

complicaciones adicionales.

Figura 3. Estructura de un anticuerpo de camélido de simple cadena (VHH). Se representa la
estructura de un anticuerpo convencional (A), un anticuerpo de camélido que carece de cadenas livianas
(B), y su fragmento N-terminal con capacidad de union llamado VHH (C) (tomado de Muyldermans y col.,
2009).

Objetivo general

Estudiar la factibilidad de utilizar plantas transplastomicas de tabaco como plataforma de
expresién de antigenos y anticuerpos a utilizarse en kits diagndsticos y/o vacunas a subunidad

de uso veterinario.

Objetivos particulares:

Expresar los antigenos VP-BGUS del VFA, VP8* del RVB, y el nanoanticuerpo 3B2 (anti-RVB)

en plantas transplastémicas de tabaco.

Comparar el sistema de expresion propuesto con los sistemas empleados anteriormente y

evaluar en cada caso las ventajas y desventajas.

Evaluar las estrategias de redireccionamiento subcelular y la fusion a proteinas estables en el
estroma del cloroplasto con el fin de incrementar la acumulacion de las proteinas

recombinantes y optimizar el sistema de expresion.
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Parte |: Expresion de un epitope de VP1 del virus de la fiebre aftosa fusionado a la enzima g-
glucuronidasa (VP-SGUS)

Introduccion

La primera proteina expresada en plantas transplastémicas de tabaco en el marco de esta
Tesis, fue VP-BGUS. Esta proteina quimérica es una fusion entre el epitope contenido entre
los aminoacidos 135 a 160 de la proteina VP1 del virus de la fiebre aftosa, y la enzima

bacteriana S-glucuronidasa.

El virus de la fiebre aftosa (VFA) provoca una enfermedad de curso agudo que afecta a
animales domésticos biungulados (ganado bovino, porcino, ovino y caprino), y a mas de 70
especies de animales salvajes. Se caracteriza por fiebre y la presencia de vesiculas
principalmente en la cavidad bucal, hocico, espacios interdigitales y pezufias. La fiebre aftosa
es altamente contagiosa y capaz de causar pérdidas billonarias en délares (Grubman y Baxt,
2004). Esta enfermedad sigue siendo un grave problema en Sudamérica, Asia y Africa.
Argentina es un pais libre de fiebre aftosa debido a la implementacién de un plan de
vacunacion, sin embargo existe riesgo de introduccién del virus desde los paises vecinos. La
vacuna utilizada es polivalente y a virus inactivado; su produccion es costosa y se requiere de
un laboratorio de seguridad P3A para la manipulacién de virus infecciosos (Brown, 2003). El
VFA es un miembro de la familia de los picornavirus. Cada virién estd compuesto por 60
copias de cada una de las 4 proteinas estructurales: VP1, VP2, VP3 y VP4, 2 copias de VPO, y
un genoma de ARN de simple cadena positiva al cual se une la proteina VPg en su extremo 5'
(La Torre y col., 1980).

La proteina de céapside VP1 contiene un péptido altamente antigénico, que se encuentra
expuesto en la superficie del virién e incluye el triplete RGD involucrado en la interaccion con
integrinas de las células que infecta (Grubman y Baxt, 2004; figura 4).
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Figura 4. Virus de la fiebre aftosa y epitope p135-160 de VP1. A) Estructura icosaédrica del virién
formada por 60 protdbmeros. B) Protdmero formado por las proteinas estructurales VP1 (azul), VP2
(naranja), VP3 (verde) y VP4 (rojo). C) Detalle en la proteina VP1 del péptido contenido en los
aminoacidos 135 a 160 de VP1 (color amarillo) (tomado de Logan y col., 1993).
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Este péptido (VP) fue expresado previamente en plantas transgénicas de alfalfa, fusionado a la
enzima g-glucuronidasa (SGUS). La construccion VP-SGUS permitié la seleccion de aquellas
lineas transgénicas que presentaban mayores niveles de expresion mediante un ensayo
fluorométrico de actividad S-glucuronidasa (Dus Santos y col., 2002). En la linea transgénica
con mayor nivel de expresion, la proteina recombinante representaba el 0,1% de las PST. Al
comenzar este trabajo, se decidi6 utilizar esta construccion para obtener plantas
transplastémicas, y asi poder realizar una comparacién directa con las plantas de alfalfa
transgénicas obtenidas anteriormente. Entonces, el interés de expresar VP-SGUS en plantas
transplastémicas de tabaco se focalizo en realizar una comparacion entre los distintos sistemas
de expresion en cuanto a los niveles y a la funcionalidad de la proteina expresada, y no en

desarrollar una vacuna a subunidad.

Resultados

Subclonado de la secuencia de VP- BGUS al vector de transformacion de cloroplastos
pBSW-utr.

Se obtuvo la secuencia de VP-SGUS a partir del plasmido pBI221 VP-SGUS (Dus Santos y col.,
2002). Esta secuencia fue subclonada en el vector de transformacion de cloroplastos pBSW-
utr (Wirth y col., 2006), obteniéndose asi la construccion pBSW-utr/VP-SGUS (figura 5). Para
esto, se amplificé la secuencia de VP-SGUS a partir de la construccion pBI221 VP-BGUS
mediante PCR, utilizando la enzima Pfu y los oligonucleétidos iniciadores NDE5'P1 y GUS3'
gue agregaron los sitios de restriccion para las enzimas Ndel y Xbal. El producto de PCR con
extremos romos fue ligado al vector pZErO-2 (Invitrogen), previamente cortado con la enzima
EcoRV. El pldsmido obtenido, pZErO-2/VP-SGUS, fue secuenciado para descartar mutaciones
introducidas por la reaccién de PCR. Esta construccién intermediaria (pZErO-2/VP-SGUS) fue
cortada con las enzimas Ndel y Xbal y el fragmento VP-BGUS fue ligado al vector pBSW-ultr,
obtenido a partir de la construccion pBSW-utr/hEGF (Wirth y col., 2006), que habia sido

previamente cortado con las mismas enzimas para remover la secuencia de hEGF.

ror— fiaouef] —— D e
ZErO-2 v
i

" pBSWeutr
VP-ﬁGUS (Ndel + Xbal)

Figura 5. Subclonado de la secuencia de VP- BGUS al vector de transformacion de cloroplastos

pBSW-utr. Se indican en el esquema los pasos seguidos para la obtencién de la construccion pBSW-
utr/VP-BGUS.
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Previamente a realizar la transformacién de las plantas de tabaco, se confirmé la integridad de
la construccion mediante mapeo de restriccion. Los fragmentos de restriccién obtenidos luego
de cortar con las enzimas Ndel y Xbal mostraron bandas del tamafio esperado: una banda de
1,8 kb para pBSW-utr/fGUS y una de 1,9 kb para pBSW-utr/VP-SGUS (figura 6A). Los clones
recombinantes fueron confirmados mediante una reaccion de PCR. Esta reaccién de PCR solo
permite la amplificacion de un fragmento de 1,9 kb cuando se utiliza como molde ADN de las
construcciones pBI221 VP-SGUS y pBSW-utr/VP-SGUS. Como control negativo se utiliz6 ADN
del plasmido pBSW-utr/fGUS (figura 6B). Luego los clones recombinantes fueron
caracterizados mediante un ensayo de actividad de la enzima f-glucuronidasa; la fusiéon VP-
BGUS mostré actividad de la enzima comparable a la obtenida con la construccién pBSW-
utr/pGUS, utilizada como control positivo (figura 6C). Finalmente, extractos proteicos de los
clones recombinantes fueron analizados en un ensayo de western blot utilizando un suero de
ratén contra el epitope VP formado por los aminoacidos 135-160 de VP1 del VFA. Como
control positivo de la inmunodeteccidon se sembraron distintas cantidades de VFA purificado.
Las muestras de VFA se sembraron 1 hora después de empezada la corrida electroforética

para poder visualizar en el mismo gel la proteina VP1 (figura 6D).

A pBSWeutr B pBI221  pBSW-utr D pBSW-utr VFA (ng)
VP- VP- VP- VP-
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Figura 6. Andlisis de la integridad y funcionalidad de la construccién pBSW-utr/VP- BGUS en E.

coli. A) Mapeo de restriccion con las enzimas Ndel y Xbal (gel de agarosa 1% [m/v], tincion con bromuro
de etidio). B) PCR utilizando los oligonucleétidos iniciadores NDE5'P1 y GUS3'. Como control negativo
se utiliz6 ADN del plasmido pBSW-utr/fGUS. M: 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen). C) Ensayo de
actividad g-glucuronidasa. Se incluyeron las construcciones pBSW-utr/gGUS y pBSW-utr/hEGF como
control positivo y negativo, respectivamente. D) Extractos de proteinas totales de E. coli analizadas
mediante western blot (gel de poliacrilamida 8% [m/v]) utilizando un suero de ratén contra el epitope
contenido en los aminoacidos 135-160 de VP1 del VFA. Como control positivo se sembraron distintas

cantidades de VFA purificado; M: marcadores de peso molecular, Benchmark (Invitrogen).
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Obtencidn y caracterizacién molecular de plantas transplastémicas VP- BGUS.

Se realiz6 la transformacion de cloroplastos de tabaco utilizando la técnica de biobalistica. Se
bombardearon hojas de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana con microparticulas de oro
recubiertas con el vector pBSW-utr/VP-SGUS. Posteriormente, trozos de las hojas
bombardeadas y controles sin bombardear se regeneraron en medio RMOP, en presencia de
500 mg/L del agente selector (espectinomicina) o sin seleccion en los controles de
regeneracion. Al cabo de aproximadamente un mes se obtuvieron los primeros brotes, a partir
de los cuales se extrajeron trozos de hojas que fueron utilizados como explantos en sucesivas
rondas de regeneracién con el objetivo de alcanzar la homoplastia. En la figura 7 se pueden
observar los resultados de un experimento de transformacion y los controles mencionados.
Las plantas obtenidas se caracterizaron inicialmente mediante ensayos de PCR y actividad S-
glucuronidasa. En la figura 8A se esquematiza la region del genoma plastidico donde ocurre la
integracion por recombinacién homologa y el genoma modificado. Se muestran también los

sitios de hibridacion de los oligonucledtidos utilizados en la reaccién de PCR.

Control de Control de

A 4 Transformacion
regeneracion seleccion

e |

Sp Sp

Figura 7. Experimento de transformacion de cloroplastos de tabaco por biobalistica. Se puede
observar un resultado tipico de un experimento de transformacién. Las fotos fueron tomadas 30 dias

después del bombardeo. Sp: espectinomicina (500 mg/L).

En la figura 8B y C se muestran los resultados obtenidos al analizar 4 lineas transplastomicas
independientes mediante PCR y ensayo de actividad g-glucuronidasa. Las distintas lineas
transplastémicas fueron regeneradas en presencia de agente selector y luego de tres rondas
de regeneracion las plantas fueron rusticadas. Las plantas desarrollaron normalmente (figura
9), siendo indistinguibles de plantas de tabaco wild-type o transplastémicas SGUS obtenidas
previamente en el laboratorio (Wirth, 2005). Las semillas obtenidas de plantas autofecundadas
fueron capaces de germinar en presencia de espectinomicina, confirmandose asi la transmision

del transgén (figura 10).
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Figura 8. ldentificacion de lineas transplastémicas VP- ~ BGUS por PCR y actividad B-glucuronidasa.

A) Esquema del sitio de integracién en el genoma plastidico (WT ADNp) y los oligonucledétidos iniciadores
utilizados para la PCR: Cloro fw y Cloro rv. B) PCR con oligonucleétidos iniciadores Cloro fw y Cloro rv
que permiten amplificar un fragmento de 1.450 pb sélo en las plantas transplastémicas (gel de agarosa
1% [m/v], tincidn con bromuro de etidio). Se confirmd la naturaleza transplastomica en 4 lineas VP-SGUS
independientes (A, B, Cy D). M: 1 kb DNA Ladder (Promega). C) Ensayo histoquimico de actividad g-

glucuronidasa. BGUS: transplastomica control positivo; WT: planta de tabaco wild-type.
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7 semanas 11 semanas

VP-BGUS

Figura 9. Fenotipo de las plantas transplastémicas VP- ~ BGUS. Semillas de plantas de tabaco wild-
type y transplastdmicas SGUS y VP-SGUS (estas Ultimas en presencia de 500 mg/L de espectinomicina),
fueron germinadas en medio MS. Las plantas crecieron in vitro hasta el desarrollo de raices, y luego

fueron rusticadas. Las fotos fueron tomadas a las 7 y 11 semanas luego de la germinacion.

WT VP-BGUS wWT VP-BGUS
Sp Sp —
. - St ah ot g
%_'-\‘;‘r«ﬁ o i":’:.:...:‘}.’ b ko il
T bakghS ) emeiny TS
e Sebabe | YL ASN ) AN VT e
’oﬂ-"‘(‘t’f)"’ ST T I .’,"’ d"-~".\."'
S "f ";:?\ ,13" pres ':-“3-1‘;‘ ‘5":,’.6.;::‘;
= . ok f % I * ~
EE g 9l B 7Y oy e S 4
e "'-g.""-w
Figura 10. Transmision del transgén en las semillas de plantas transplastomicas VP- BGUS. Se

germinaron en medio MS semillas de plantas de tabaco wild-type y transplastémicas VP-SGUS en

ausencia o presencia del agente selector. Sp: espectinomicina (500 mg/L).
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Estas plantas fueron caracterizadas a nivel molecular y posteriormente utilizadas en los
ensayos de inmunizacion. Se confirmoé la insercion del transgén por recombinacion homdloga
en el genoma plastidico y se estudié la homoplastia por Southern blot (figura 11). Se observé
una minima presencia de la banda correspondiente al genoma wild-type en todas las plantas
transplastémicas, lo cual indicaria un estado heteroplastico o bien la presencia de fragmentos

de ADN plastidico en el genoma nuclear (Hager y col., 1999; Rufy col., 2000).

A 6.425 pb
WT ADN P f /
trn I/A

--—m rrm16 trn | H trn A H rrn23 m==

Ncol Ncol
3.146 pb
PBSW-utr/BGUS .
mamm o TN
3.261 pb

pBSW-utr/\VP-BGUS /

’I
S S LFRINNy Prrn PP 5'psbA STV ST, IRFR M

B VP-BGUS
M WIpBeUS A B C D

10 kb >
—————
8kb>

Bkb> I

S5kb >

4 kb >

3kb>

2kb>

1kb>

Figura 11. Andlisis por Southern blot de plantas transplastomicas VP- BGUS. A) Esquema de la
zona de integracién del transgén en el genoma plastidico (WT ADNp). Se indica la posicion de los sitios
Ncol y la zona donde hibrida la sonda trn I/A utilizada en el Southern blot. B) Southern blot (gel de
agarosa 0,8% [m/v]) revelado con la sonda dirigida contra los genes plastidicos trn |y trn A. BGUS:

transplastomica utilizada como control positivo; M: 1 kb DNA Ladder (PB-L).
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Mediante un ensayo de northern blot se detectaron los ARN mensajeros conteniendo el
transgén, los cuales mostraron los tamafios esperados, observandose una mayor abundancia
del transcripto monocistronico que se produce a partir del promotor inducible por luz del gen
psbA (figura 12). Se confirm6 la expresiéon de la proteina recombinante por SDS-PAGE y
western blot (figura 13). VP-BGUS resulté ser la proteina mayoritaria en el extracto proteico de
las hojas de plantas transplastomicas, claramente més abundante que la subunidad mayor de
RuBisCO.

1.020 bp > 2092bp ———>

m rn16 m aadA J-m VP-BGUS __ [Trpsie}

B VP-BGUS VP-BGUS
WTBGUS A B C D WTBGUS A B C D

29kb >

1,5 kb >

aadA VP-BGUS

Figura 12. Andlisis por northern blot de las plantas transplastomicas VP- BGUS. A) Esquema del
transgén donde se indican los transcriptos policistrénicos (2 y 3) y el transcripto monocistronico (1)
esperados. B) Northern blot (gel desnaturalizante de agarosa 1,5% [m/v]) revelado con una sonda contra
el gen selector aadA (izquierda) y el transgén VP-SGUS (derecha). Se indican las posiciones de los ARN
ribosomales 23S (2,9 kb) y 16S (1,5 kb) como referencia de tamafio. En la parte inferior de la figura se
muestran las bandas correspondientes al ARN 23S en el gel de agarosa, previo a la transferencia, como
control de carga. Los transcriptos esperados de acuerdo al esquema presentado en "A" se sefialan con

nameros 1, 2 y 3. SGUS: transplastémica control.
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Figura 13. Andlisis por SDS-PAGE y western blot de plantas transplastémicas VP- BGUS. A) SDS-
PAGE (8% [m/v]) tefiido con Coomasie Brilliant Blue de extractos proteicos totales de hojas. En cada
calle se sembraron proteinas totales de hojas obtenidas a partir de 2 mg de tejido fresco. B) Western blot
(gel de poliacrilamida 8% [m/v]) utilizando un suero de ratdn contra el epitope contenido en los
aminoacidos 135-160 de VP1 del virus de la fiebre aftosa (VFA). C) Control positivo de la
inmunodeteccion: 1 ug de VFA purificado fue corrido en un gel de poliacrilamida 15% (m/v) y luego
transferido y revelado como se indica en "B". SGUS: transplastomica control; Rb-L: subunidad mayor de

RuBisCO; M: marcadores de peso molecular, Broad Range (BIO-RAD).

Comparacion de la expresion entre plantas transgénicas nucleares y transplastomicas.

Con el fin de comparar los niveles de expresion de la enzima g-glucuronidasa en las plantas
transgénicas nucleares VP-BGUS de alfalfa (Dus Santos y col., 2002), transgénicas nucleares
BGUS de tabaco y transplastémicas SGUS y VP-BGUS, se realizaron ensayos fluorométricos
para medir la actividad de la enzima (figura 14). Se observ6 una diferencia de 4 érdenes de
magnitud en favor de las plantas transplastomicas respecto de las transgénicas nucleares, ya
fueran estas de tabaco o alfalfa.

Log (nmol 4-MU . min-1. mg-1)

WT T1A T1B14 WT NU BGUS A B C D

VP-BGUS VP-BGUS

Alfalfa Nicotiana tabacum

Figura 14. Comparacion de la expresion entre plantas transgénicas nucleares y transplastomicas

mediante un ensayo cuantitativo de actividad P-olucuronidasa. Se determin la actividad enzimatica
en extractos de hojas de plantas de alfalfa transgénicas nucleares, plantas de tabaco transgénicas
nucleares y transplastdmicas mediante un ensayo fluorométrico. T1A: promotor CaMV35S (Dus Santos y
col., 2002); T1B14: promotor CVMV (Cassava Vein Mosaic Virus); NU: transgénica nuclear para el gen

uidA; BGUS: transplastdmica para el gen uidA; WT: genotipo wild-type.
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Cuantificacion de los niveles de expresion.

Las primeras determinaciones de la acumulacién de proteina recombinante en las hojas de las
plantas VP-BGUS habian mostrado una importante variabilidad, probablemente debida a
diferencias en las condiciones fisiologicas de las distintas hojas analizadas (resultados no
mostrados). En base a esto, se procedié a estudiar la acumulacién de la proteina
recombinante en las distintas hojas de una misma planta. Para ello se determinaron las
proteinas solubles totales por el método de Bradford (1976), y se sembraron en geles SDS-
PAGE entre 2 y 20 ug de los extractos proteicos; en el mismo gel se sembraron distintas
cantidades de albumina sérica bovina (BSA), como estandar de masa. Los geles de
poliacrilamida fueron tefiidos con Coomasie Brilliant Blue y las bandas correspondientes a VP-
BGUS y BSA fueron analizadas por densitometria con el programa Image J (NIH,

http://rsbweb.nih.gov/ij).

Un ensayo preliminar confirmé la variabilidad observada anteriormente, ya que se podian
detectar valores de expresion de VP-SGUS menores al 5% de las PST en la hoja joven y de
hasta el 66% de las PST en la hoja senescente (=3 mg de VP-GUS/g TF) (figura 15). Se
repitié el estudio analizando una planta con un mayor nimero de hojas, que se encontraba en
estadio de floracion (figuras 16 y 17). Se volvio a observar una variacion importante en funcioén
de la hoja analizada, con valores de expresion para la proteina VP-SGUS menores al 10% de
las PST en las hojas jévenes, del 50% de las PST en las maduras, y alcanzando el 70% de las
PST en las hojas senescentes. La mayor acumulaciéon de la proteina recombinante en las
hojas senescentes se vi6 acompafiada por una disminucién de las proteinas enddgenas de la
planta. Esto muestra la gran estabilidad de la proteina de fusién en el tejido foliar, lo que
permite que la proteina se acumule a medida que las hojas desarrollan, superando en alguin
momento los niveles de la subunidad mayor de RuBisCO, y manteniéndose aln en aquellas
hojas senescentes donde las proteinas propias de la planta comienzan a ser degradadas para
redirigir nutrientes hacia otros érganos (flores y semillas). En las hojas maduras intermedias se
registré el mayor rendimiento de proteina heteréloga por masa de tejido fresco, alcanzando
valores cercanos a 10 mg de VP-BGUS /g TF. Se repitid la cuantificacion para una hoja
madura (hoja 9 en figura 16), esta vez mediante la técnica de western blot y utilizando como
estandar VFA purificado (figura 18). Esta nueva determinacion arrojo un valor de 51% de las
PST, levemente inferior al obtenido por el método anteriormente descripto (60% de las PST).
Esto podria ser atribuido a la diferencia que existe en los pesos moleculares de VP-SGUS vy
VP1 de VFA (72,5 y la 28 kDa, respectivamente), entonces dado su mayor tamafio VP-pGUS
podria tener una menor eficiencia en la transferencia lo que llevaria a una subestimacioén en la

determinacion por este método.
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Figura 15. Cuantificacion preliminar de los niveles de expresion de una planta VP- BGUS mediante

SDS-PAGE. A) Determinacién de la acumulaciéon de VP-SGUS en las distintas hojas de una planta
transplastomica, por densitometria en geles de poliacrilamida, utilizando el programa Image J (NIH,
http://rsbweb.nih.gov/ij). El resultado se expresa como la masa de la proteina recombinante respecto de
la masa de las proteinas solubles totales en el extracto (% PST), y como miligramo de proteina
recombinante obtenida por gramo de tejido fresco (mg/g TF). B) Determinacion de proteinas solubles
totales (PST) por el método de Bradford en los extractos utilizados para la cuantificacion presentada en
"A". C) Esquema de la planta empleada en el estudio, en donde se representa la hoja senescente con
color verde claro (hoja 5). D) Geles utilizados para la cuantificaciéon presentada en "A". SDS-PAGE (10%
[m/v]), tincién con Coomasie Brilliant Blue. Solo se tuvieron en cuenta para las determinaciones aquellas
calles en las cuales la sefial de VP-SGUS se encontraba dentro de la curva de calibracion realizada con

BSA. Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO; BSA: albumina sérica bovina.
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Figura 16. Cuantificacion de los niveles de expresion en una planta VP- BGUS mediante SDS-

PAGE. A) Anadlisis cualitativo por SDS-PAGE (10% [m/v]) de extractos totales de distintas hojas de una
planta transplastémica VP-BGUS (tincion con Coomasie brilliant blue). En cada calle se sembraron
proteinas totales obtenidas a partir de 4 mg de tejido fresco (o 0,5 mg de tejido seco para la hoja 12). Rb-
L: subunidad mayor de RuBisCO. B) Western blot (gel de poliacrilamida 10% [m/v]) utilizando un suero
de ratén contra el epitope contenido en los aminoacidos 135-160 de VP1 del virus de la fiebre aftosa. El
gel fue sembrado del mismo modo que en "A". M: marcadores de peso molecular, Protein Ladder (New

England Biolabs). C) Planta utilizada en el estudio. D) Determinacién de la acumulacion de VP-BGUS en
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las distintas hojas de la planta transplastémica por densitometria de geles de poliacrilamida, utilizando el
programa Image J (NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij). El resultado se expresa como masa de proteina
recombinante respecto de la masa de las proteinas solubles totales en el extracto (% PST), y como
miligramo de proteina recombinante obtenida por gramo de tejido fresco o seco (para la hoja 12) (mg/g T).
E) Determinacién de proteinas solubles totales (PST) por el método de Bradford en los extractos

utilizados para la cuantificacion presentada en "D".
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Figura 17. Cuantificacion de los niveles de expresién en una planta VP- BGUS mediante SDS-PAGE

(continuacién).  Geles utilizados para la cuantificacién presentada en la figura 16D. SDS-PAGE (10%
[m/v]), tincion con Coomasie Brilliant Blue. Sdlo se tuvieron en cuenta para las determinaciones aquellas
calles en las cuales la sefial de VP-SGUS se encontraba dentro de la curva de calibracion realizada con

BSA. Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO; BSA: alblmina sérica bovina.

WT VP-BGUS VFA
Masa (ug) 3,5 3,5 125 0,63 25 2 1,5 1 0,5
p135-160 (ng) 61 49 37 24 12 M
VP- — <97 kDa
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VP1 > —— —— <31kDa

Figura 18. Cuantificacion de los niveles de expresion de VP-  BGUS por western blot .

Se utilizé la hoja 9 de la planta transplastomica VP-SGUS mostrada en la figura 16C. El western blot (gel
de poliacrilamida 15% [m/v]) fue revelado con un suero de ratén contra el epitope contenido en los
aminoacidos 135-160 de VP1 del virus de la fiebre aftosa (VFA). Se indica la masa de virus purificado
sembrada por calle (utilizada como curva de calibracion), y la correspondiente al péptido p135-160. M:

marcadores de peso molecular, Broad Range (BIO-RAD).
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Inmunogenicidad de la proteina recombinante VP-  BGUS.

Se confirm6 la inmunogenicidad de la proteina recombinante producida en las plantas
transplastémicas VP-SGUS utilizando el modelo murino. Estos estudios fueron realizados por
la Dra. Marina Mozgovoj (CICV y A, Instituto de Virologia. INTA-Castelar). Se realiz6 un
ensayo preliminar, utilizando un nimero reducido de animales, los cuales se inocularon con
extractos de hojas de plantas transplastémicas VP-SGUS y BGUS. Los ratones fueron
inoculados con 31 ug de proteinas totales de plantas transplastomicas VP-SGUS y BGUS,
siendo este segundo grupo el control negativo del ensayo. Se repitié la inoculacién a los 21
dias, y a los 30 dias se obtuvo una muestra de sangre para analizar la presencia de
anticuerpos especificos, que reconocieran en un ELISA el epitope p135-160 de VP1 de VFA.
Los resultados se muestran en la figura 19. Se observaron niveles variables de anticuerpos

especificos en los sueros de los animales inoculados con VP-SGUS.

A B (o3 1,01
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Figura 19. Ensayo preliminar de inmunizacién con extractos de plantas transplastémicas VP-

BGUS. A) Andlisis de los extractos proteicos utilizados en la inmunizacién por SDS-PAGE (8% [m/v]),
tefiido con Coomasie Brilliant Blue. Se sembraron 10 y 24 ug de proteinas totales de extracto de plantas
wild-type (WT) y transplastomicas, respectivamente. Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO. B) Western
blot (gel de poliacrilamida 8% [m/v]) utilizando un suero de ratén contra el epitope contenido en los
aminoéacidos 135-160 de VP1 del virus de la fiebre aftosa (VFA). M: marcadores de peso molecular,
Broad Range (BIO-RAD). C) Deteccion de anticuerpos contra el epitope p135-160 de VP1 de VFA por
ELISA. Los sueros de los ratones inoculados con extractos de las plantas VP-SGUS y BGUS (control
negativo) fueron analizados a los 30 dias de la primera inoculaciéon. Los nimeros debajo de las barras
identifican a cada raton, y los valores corresponden a la absorbancia a 405 nm obtenida al utilizar
diluciones 1/10 de los sueros en solucién de bloqueo. La linea punteada horizontal indica la absorbancia
promedio mas 3 desviaciones estandar de los sueros obtenidos de animales inmunizados con extracto de

planta SGUS. N: suero normal de raton.
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Para realizar un nuevo ensayo con un mayor nimero de animales, se volvieron a preparar
extractos proteicos de hojas, los cuales fueron cuantificados. La cuantificacion de estos
nuevos extractos mostré que la proteina VP-BGUS correspondia al 74% de las proteinas
solubles totales. Los ratones fueron inoculados dos veces (dias 0 y 30) con 67 ug de proteinas
totales de plantas transplastomicas VP-SGUS y wild-type como control negativo. Sus
correspondientes sueros fueron analizados a los 45 dias de la primera inoculacién (figura 20).
Se obtuvieron resultados similares: niveles variables de anticuerpos contra VP1 en los distintos

sueros de ratones inmunizados con VP-SGUS.

A WT  VP-BGUS BSA
masa (ug) 7 7 3 1,6 3 2,5 2 1,5 1 0,5

VP-BGUS > G SR T e - S -
Rb-L> | .

07r1

a- p135-160 IgG
(OD 405 nm)

N C1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 17 18 19

Wild-type VP-BGUS

Figura 20. Inmunizacién con extractos de plantas transplastomicas VP- BGUS. A) Cuantificacion
mediante densitometria de VP-BGUS en el extracto proteico de la planta transplastémica utilizada para la
inmunizacion. Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO; BSA: albumina sérica bovina. B) ELISA para la
deteccién de anticuerpos en los sueros de los ratones inmunizados. Los sueros fueron analizados a los
45 dias de la primera inoculacién. Los numeros debajo de las barras identifican a cada ratén, y los
valores se expresan como la absorbancia a 405 nm obtenida al utilizar diluciones 1/10 de los sueros en
solucién de bloqueo. La linea punteada horizontal indica la absorbancia promedio méas 3 desviaciones
estandar de los sueros obtenidos de animales inmunizados con extracto de planta wild-type. N: suero
normal de ratén. C: ratén inmunizado con una vacuna anti-aftosa comercial, utilizado como control

positivo.
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La presencia de anticuerpos especificos en los sueros fue analizada también mediante western
blot, lo que permiti6 confirmar la reactividad de los mismos contra VP-SGUS y BGUS
producidas en E. coli y contra el VFA (figura 21).
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inmunizacion con inmunizacion con N
p135-160 VP-BGUS
VP- VP- VP-
BGUS BGUS VFA BGUS BGUS VFA BGUS BGUS VFA
o 4 - ] . 116 kDa > [
1 6 <116 kDa
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b < b
g e <31kDa
R
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e e - e e <21k0a
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Figura 21. Andlisis de los sueros obtenidos de los ratones inmunizados con extracto de plantas

transplastomicas VP- BGUS. Andlisis por western blot, de un pool de sueros de ratones inmunizados
con extractos de plantas VP-SGUS, para confirmar la reactividad de los mismos contra VP-SGUS y pGUS
producidas en E. coli (gel de poliacrilamida 10% [m/v]), y contra el VFA (gel de poliacrilamida 15% [m/v]).
Se utiliz6 un suero de raton inmunizado con el péptido p135-160 de VP1 de VFA y un suero normal de
raton (N) como control positivo y negativo, respectivamente. Se muestra la tincién con rojo Ponceau de

las membranas previamente a la inmunodeteccion, como control de carga de proteinas totales.
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Parte II: Expresion del antigeno VP8* de rotavirus bovino.
Introduccion

La segunda proteina expresada en plantas transplastdmicas de tabaco fue el antigeno VP8* de
rotavirus bovino. Esta proteina no glicosilada surge del clivaje por tripsina de VP4, la cual esta
dimerizada y expuesta en la superficie del virion formando las espiculas caracteristicas de los
rotavirus (figura 22). VP8* fue expresada por la Dra. Marina Mozgovoj (Instituto de Virologia,
CICV y A. INTA-Castelar) en plantas de alfalfa transgénicas y mediante expresion transitoria
utilizando un vector viral derivado del TMV en Nicotiana benthamiana (Mozgovoj, 2008). VP8*
se acumulé en bajos niveles en las plantas de alfalfa transgénicas (0,006 ug/g hoja fresca), y la
inmunidad conferida no permitié la proteccién contra el virus infectivo en el modelo del raton
lactante. Mediante el vector viral se mejoraron los niveles de expresion, obteniéndose 5 ug de
VP8* purificada por gramo de hoja fresca, la cual fue inmunogénica y protectiva (Mozgovoj y
col., 2004b).

dimero
- de VP4

Rotavirus

Figura 22. Estructura del rotavirus y el antigeno VP8*. A) Estructura del virion de rotavirus de mono
rhesus (resolucion: 23 A), obtenida mediante crioelectromicroscopia y procesamiento de imagenes por
computadora. El diametro de la particula es de 1000 A. Las espiculas compuestas por dimeros de VP4
se encuentran coloreadas en rojo (tomado de Prasan y Estes, 2000). B) Modelo de un monémero de
VP4, en el cual se indica el producto de corte por tripsina: VP8* (adaptado de Tihova y col., 2001). C)
Estructura de VP8* de rotavirus de mono rhesus (tomado de Chen y col., 2009).

Los trabajos realizados en nuestro laboratorio y por otros grupos de investigacion, muestran
que la disponibilidad de una tecnologia de transformacién genética no es una condicién
suficiente para obtener eventos Utiles que se conviertan evantualmente en un potencial
producto comercial. El rendimiento final de una determinada proteina, depende de una elevada
sintesis y de la estabilidad de la misma. En esta seccion, para optimizar la expresion de VP8*
en cloroplastos de tabaco se exploraron tres estrategias diferentes: a) expresar VP8* en el
estroma, b) dirigir su expresién al lumen de los tilacoides, y c) expresar la proteina en estroma

como una fusion a la enzima S-glucuronidasa.
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Resultados

Desarrollo de las construcciones para la generaciébn de plantas de tabaco

transplastémicas que expresan VP8*.

Se obtuvo la secuencia de VP8* a partir del plasmido pGEM/VP8* (Mozgovoj y col., 2004b).
Esta secuencia fue subclonada en el vector de transformacion de cloroplastos pBSW-utr (Wirth
y col., 2006), obteniéndose asi la construccién pBSW-utr/VP8* (figura 23A). Para esto, se
amplific6 la secuencia de VP8* de rotavirus bovino C486 a partir de la construccién
pGEM/VP8*, mediante PCR con la enzima Pfu, utilizando los oligonucle6tidos iniciadores
VP8Ndel y VP8Xbal que agregaron los sitios de restriccién para las enzimas Ndel y Xbal. El
producto de PCR con extremos romos fue ligado con el vector pZErO-2 (Invitrogen),
previamente cortado con la enzima EcoRV. La construccion intermediaria pZErO-2/VP8* fue
cortada con las enzimas Ndel y Xbal, y el fragmento VP8* fue ligado al vector pBSW-ultr,
obtenido a partir del plasmido pBSW-utr/hEGF (Wirth y col., 2006), que habia sido previamente

cortado con las mismas enzimas para remover hEGF.

Como comentara previamente, y con el fin de explorar otras alternativas de expresion de VP8*
en plantas transplastémicas, se realizaron dos construcciones adicionales: str-VP8* y GUS-E-
VP8*. La construccién str-VP8* contiene el péptido bipartito de direccionamiento a lumen de
tilacoides de la proteina OE23, clonado por el Lic. Mauro Morgenfeld como parte de su Tesis
Doctoral (figura 23B). La construccion GUS-E-VP8* consistié en la fusién entre la secuencia
completa de la enzima g-glucuronidasa y la de VP8*, incluyendo entre ambas la secuencia de
corte reconocida por la enzima enteroquinasa (figura 23C). Para la construccion pBSW-utr/str-
VP8*, se obtuvo la secuencia de VP8* con extremos Ndel y Xbal a partir de pZErO-2/VP8*

digerido con las enzimas mencionadas. Este inserto fue ligado con el vector pBSW-utr/str.

La construccion pBSW-utr/GUS-E-VP8* se realizO amplificando la secuencia de la g-
glucuronidasa por PCR a partir del plasmido pBI121 (Chen y col., 2003), agregando los sitios
para las enzimas Ndel en su extremo 5' y los sitios Hindlll, Clal y Xbal en su extremo 3'. El
producto de PCR fue subclonado en el vector pZErO-2 (Invitrogen), y esta construccion
intermediaria fue cortada con las enzimas Ndel y Xbal. El fragmento resultante fue ligado al
vector pBSW-utr, obteniéndose la construccion pBSW-utr/GUS. La secuencia de VP8*, con
extremos compatibles (Hindlll, Xbal) para su fusion con la g-glucuronidasa, fue obtenida por
PCR a partir de pZErO-2/VP8*, utilizando oligonucleétidos iniciadores que incluian los sitios
mencionados, y también la secuencia para corte reconocida por la enzima enteroquinasa (E).
El producto de PCR fue ligado al vector pZErO-2, la construccion pZErO-2/E-VP8* fue cortada
con las enzimas Hindlll y Xbal, y el inserto resultante fue ligado a la construccién intermediaria
pBSW-utr/GUS que habia sido tratada con los mismas enzimas. Las construcciones
intermediarias pZErO-2/VP8*, pZErO-2/GUS, y pZErO-2/E-VP8*, fueron caracterizadas por
mapeo de restriccion y secuenciacién para verificar su integridad.
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Figura 23. Construcciones para la obtencion de plantas transplastdmicas que expresan la proteina
VP8* mediante distintas estrategias.  Se indican en los esquemas los pasos seguidos para la obtencion
de las construcciones pBSW-utr/VP8* (A), pBSW-utr/str-VP8* (B), y pBSW-utr/GUS-E-VP8* (C).

Antes de realizar la transformacion de plantas de tabaco, se confirmé la integridad de las
construcciones mediante ensayos de western blot, y actividad pg-glucuronidasa, realizados
sobre extractos proteicos totales obtenidos de E. coli recombinantes (figura 24). En las
bacterias que portaban la construccion pBSW-utr/str-VP8* se observo la acumulacion de una
VP8* truncada (VP8*-t), que podria originarse por un procesamiento erréneo de la sefal
bipartita "str" llevado a cabo por la maquinaria de transporte a periplasma de la bacteria (figura
24A). La construccion pBSW-utr/GUS-E-VP8* se expresd correctamente en E. coli, y se
observo el tamafio esperado al ser comparada con las construcciones pBSW-utr/SGUS, pBSW-
utr/VP-BGUS, y pBSW-utr/GUS-E-VHH, las cuales sirvieron de controles negativos para el
revelado por western blot (figura 24B). A su vez, la fusiobn GUS-E-VP8* presento actividad S-
glucuronidasa comparable a la observada en bacterias transformadas con pBSW-utr/fGUS,
pBSW-utr/VP-SGUS, y pBSW-utr/GUS-E-VHH, utilizadas como controles positivos. Como
control negativo se utilizaron extractos proteicos de E. coli transformadas con el vector vacio
pBSW-utr (figura 24C).
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Figura 24. Analisis de la integridad y funcionalidad de las construcciones que contienen la

secuencia de VP8* en E. coli. A) Extractos proteicos de E. coli transformadas con las construcciones
pBSW-utr/VP8* y pBSW-utr/str-VP8*, analizados por Western blot (gel de poliacrilamida 12,5% [m/v])
utilizando un suero de ratdn contra VP8*. Se indica la posicion de VP8*, str-VP8* y un producto de
degradacion: VP8*-t. B) Extractos proteicos de E. coli transformadas con la construccion pBSW-utr/GUS-
E-VP8* y controles analizados en un gel SDS-PAGE tefiido con Coomasie brilliant blue y western blot
(geles de poliacrilamida 8% [m/v]). M: marcadores de peso molecular, Broad Range (BIO-RAD). C)

Ensayo de actividad S-glucuronidasa.

Obtencidn y caracterizacién de plantas transplastémicas que expresan VP8*,

Se realiz6 la transformacion de cloroplastos de tabaco por biobalistica, y se obtuvieron 4 lineas
transplastémicas independientes para cada construccién. Las plantas fueron caracterizadas
inicialmente por PCR (figura 25B) y en el caso de las plantas GUS-E-VP8* se realiz6 ademas
un analisis de actividad g-glucuronidasa (figura 25C). Las plantas desarrollaron normalmente y
las semillas obtenidas fueron capaces de germinar en presencia de espectinomicina. Con el fin
de lograr la homoplastia, las distintas lineas transplastomicas fueron regeneradas en presencia
del agente selector tres veces, y luego rusticadas para obtener biomasa suficiente para una

mas profunda caracterizacién molecular y para los ensayos de inmunizacion de ratones.
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Figura 25. Identificacion de lineas transplastémicas por PCR y actividad p-olucuronidasa.  A)

Esquema del sitio de integracion en el genoma plastidico (WT ADNp). Se muestran los sitios donde
hibridan los oligonucledtidos utilizados para la PCR: Cloro fw y Cloro rv. B) PCR utilizando los
oligonucledtidos iniciadores Cloro fw y Cloro rv, que permiten amplificar un fragmento de 1.450 pb en las
plantas transplastémicas (gel de agarosa 1% [m/v], tincion con bromuro de etidio). Se confirmé la
naturaleza transplastdmica en 4 lineas VP8*, str-VP8* y GUS-E-VP8* independientes (A, B, Cy D). M:
100 bp Ladder (New England Biolabs) para VP8* y str-VP8*, y A BstEll (PB-L) para GUS-E-VP8*. C)
Ensayo de actividad g-glucuronidasa. C: planta transplastdomica VP-SGUS utilizada como control positivo;

WT: planta de tabaco wild-type.

Se confirmo la insercion del transgén por recombinacion homéloga en el genoma plastidico y
se estudid la homoplastia por Southern blot (figura 26). Se detectd6 de modo muy tenue la
banda correspondiente al genoma wild-type en las plantas transplastomicas, indicando la
presencia minoritaria de cloroplastos no transformados. Se detectaron por northern blot los
ARN mensajeros conteniendo el transgén y con los tamafios los esperados, observandose una
mayor abundancia del transcripto monocistrénico que se produce a partir del promotor del gen
psbA (figura 27). En las plantas que expresaban la fusion GUS-E-VP8* no se detect6 el
transcripto policistrénico de mayor tamafio, sino uno de menor tamafo, posiblemente un

producto de degradacion.
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Figura 26. Analisis por Southern blot de plantas transplastomicas que expresan VP8*. A) Esquema
gue muestra la zona de insercion del transgén en el genoma plastidico (WT ADNp). Se indica el sitio de
corte de la enzima Ncol utilizada en el ensayo de Southern blot. B) Southern blot (gel de agarosa 0,8%
[m/v]) revelado con la sonda dirigida contra los genes plastidicos trn 'y trn A. M: 1 kb DNA Ladder (PB-L);
WT: planta de tabaco wild-type.
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Figura 27. Anadlisis por northern blot de plantas transplastémicas que expresan VP8*. A) Mapa de

transcripcion donde se indican los transcriptos policistronicos (2 y 3) y el transcripto monocistrénico (1)
esperado. B) Northern blot (gel de agarosa desnaturalizante 1,5% [m/v] para VP8* y str-VP8*, y 1,2%
[m/v] para GUS-E-VP8*) revelado con una sonda contra el transgén VP8*. Se indican las posiciones de
los ARN ribosomales 23S (2,9 kb) y 16S (1,5 kb) como referencia de tamafio molecular, y la banda
correspondiente al 23S en el gel previo a la transferencia como control de carga. Los transcriptos
esperados de acuerdo al esquema mostrado en "A" se sefialan con ndmeros 1, 2 y 3. Se indica con un
asterisco un posible producto de degradacién en las plantas GUS-E-VP8*. WT: planta de tabaco wild-

type.

La expresion de las proteinas recombinantes fue confirmada por SDS-PAGE y western blot
(figura 28). En las plantas VP8*, la proteina pudo ser visualizada directamente por tincién del
gel de poliacrilamida con Coomasie Brilliant Blue. En las plantas transformadas con la
construccion str-VP8* se observé una acumulacién importante de una forma de VP8* que
resultaria del clivaje de la primera parte de la sefial bipartita que ocurriria en el estroma (str*-
VP8*). La proteina madura de localizacion supuestamente tilacoidal se detect6 de modo tenue,
y se observé la acumulacion de un producto de menor tamafio (VP8* truncada: VP8*-t). En las
plantas GUS-E-VP8* los niveles de expresion fueron claramente menores a los observados
para las plantas VP8* y str-VP8*, y fue necesario aumentar el tiempo de revelado para detectar

la proteina recombinante por western blot.
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Figura 28. Andlisis por SDS-PAGE y western blot de plantas transplastomicas que expresan VP8*.

A) SDS-PAGE (12,5% [m/v]) tefiido con Coomasie Brilliant Blue de extractos proteicos totales de hojas.
Se sembraron proteinas obtenidas a partir de 4 mg de tejido fresco por calle. B) Western blot utilizando
un suero de ratén contra VP8*. El gel fue sembrado del mismo modo que en "A". Para las plantas str-
VP8*: la proteina no procesada se sefiala como str-VP8%; str’-VP8* indica la proteina que habria perdido
la primera parte de la sefal bipartita de direccionamiento, y VP8*-t el producto de degradacién. WT:
planta de tabaco wild-type; Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO; M: marcadores de peso molecular,
Broad Range (BIO-RAD).

Estabilidad de la proteina recombinante en las distintas hojas de las plantas

transplastoémicas.

Se estudi6 la estabilidad de la proteina recombinante en las distintas hojas de plantas que
expresaban las diferentes versiones de VP8*. En las plantas VP8* se observo una gran
estabilidad de la proteina heteréloga, e incluso pudo ser detectada en las hojas senescentes
(figura 29). Las otras versiones de la proteina recombinante no mostraron la misma
estabilidad: en la planta str-VP8* se observé una mayor degradacion a medida que aumentaba
la edad de la hoja (figura 30). En el caso de las plantas GUS-E-VP8*, la proteina de fusion soélo

pudo ser detectada en las hojas mas jovenes (figura 31).
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Figura 29. Estabilidad de la proteina recombinante en las distintas hojas de una planta

transplastomica VP8*. A) Analisis cualitativo por SDS-PAGE (12,5% [m/v]) de extractos totales de
distintas hojas de una planta transplastémica VP8* (tincién con Coomasie brilliant blue). Se sembraron
proteinas totales de hojas obtenidas a partir de 8 mg de tejido fresco para la planta wild-type (WT), 4 mg
de tejido fresco para las hojas 1-14 de VP8*, y 0,5 mg de tejido seco para la hoja 15. Rb-L: subunidad
mayor de RuBisCO. B) Western blot realizado sobre un gel equivalente al mostrado en “A”, revelado con
un suero de ratdn contra VP8*. M: marcadores de peso molecular, Broad Range (BIO-RAD). C) Planta

empleada en el estudio.
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Figura 30. Estabilidad de la proteina recombinante en las distintas hojas de una planta

transplastomica str-VP8*. A) Analisis cualitativo por SDS-PAGE (12,5% [m/v]) de extractos proteicos
totales obtenidos de distintas hojas de una planta transplastomica str-VP8* (tincién con Coomasie brilliant
blue). En cada calle se sembraron proteinas totales de hojas obtenidas a partir de 4 mg de tejido fresco
(hojas 2-17) 6 0,5 mg de tejido seco (hoja 20). Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO. B) Western blot
realizado sobre un gel equivalente al mostrado en “A” revelado con un suero de ratén contra VP8*. str-
VP8*: proteina no procesada; str’-VP8*: proteina que habria perdido la primera parte de la sefial bipartita
de direccionamiento; VP8*-t: producto de degradacion; M: marcadores de peso molecular, Broad Range

(Promega). C) Planta empleada en el estudio.
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Figura 31. Estabilidad de la proteina recombinante en las distintas hojas de una planta
transplastomica GUS-E-VP8*. A) Anadlisis cualitativo por SDS-PAGE (12,5% [m/v]) de extractos totales
de distintas hojas de una planta transplastomica GUS-E-VP8* (tincibn con Coomasie brilliant blue). En
cada calle se sembraron proteinas totales de hojas obtenidas a partir de 4 mg de tejido fresco (6 0,5 mg
de tejido seco para la hoja 12). Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO. B) Western blot realizado sobre un
gel equivalente al mostrado en “A” revelado con un suero de ratdén contra VP8*. M: marcadores de peso
molecular, Protein Ladder (New England Biolabs). C) Planta empleada en el estudio.

Solubilidad de las proteinas recombinantes.
En un ensayo preliminar con una planta transplastomica VP8* se observé que la proteina
recombinante se encontraba mayoritariamente en forma insoluble. Fue necesario incluir
entonces, en el protocolo de extraccién, un paso de sonicacién para obtener VP8* en la fase
soluble del extracto (figura 32).

\Viak

x3
i S P S
Figura 32. Andlisis preliminar por SDS-PAGE de fracciones solubles e insolubles de extractos
proteicos de una planta VP8*. SDS-PAGE (12,5% [m/v]) tefiido con Coomasie Brilliant Blue de

P

Rb-L >

e
VP8* > —
-

extractos totales de hoja (T), y de la fracciones solubles (S) e insolubles (P). Se analizaron en paralelo los
extractos obtenidos mediante un protocolo que omite la sonicacién, y otros que incluyen un ndmero
creciente de pulsos de 15 s de sonicacion (x3, x6 y x12). Se sembraron proteinas de hojas obtenidas de
4 mg de tejido fresco inicial por calle. WT: planta de tabaco wild-type; Rb-L: subunidad mayor de
RuBisCO.
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La insolubilidad de la proteina recombinante también fue observada en las plantas str-VP8*,
parcialmente para la forma str’-VP8* de supuesta localizacion estromal, pero no para la
proteina madura VP8* y su producto de degradacion VP8*-t, que se encontrarian solubles en el
[imen de los tilacoides. En las plantas GUS-E-VP8*, la proteina de fusion fue totalmente
soluble (figura 33).

VP8* VP8* str-vVP8* str-VP8*

M T S P T S P M T S P T & P
- ;
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56 kDa >

e
r——

45 kDa > «— sir-VPg*
35 kDa > < Str2-V/P8*
31kDa> -. <VP8* o — «— VP8*
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. — vPet

21kDa >
20 kDa >
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14 kDa >

GUS-E-VP8* GUS-E-VP8*
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97 kDa > At E—— < -E- 97 kDa >
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56 kDa > 3 56 kDa >

35kDa > 35kDa >
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Figura 33. Analisis de la solubilidad de la proteina recombinante en plantas que expresan distintas

versiones de VP8*. Extractos totales de hoja (T), la fraccién soluble (S) y la fraccién insoluble (P), fueron
analizados por SDS-PAGE (12,5% [m/v]) tefiido con Coomasie Brilliant Blue (izquierda) y western blot
utilizando un suero de ratén contra VP8* (derecha). En cada calle se sembraron proteinas obtenidas a
partir de 4 mg de tejido fresco. Para la planta str-VP8*: la proteina no procesada se sefiala como str-
VP8*; str’-VP8* indica la proteina que habria perdido la primera parte de la sefial bipartita de
direccionamiento, y VP8*-t el producto de degradacién. Para la planta GUS-E-VP8*: se sefiala con un
asterisco una proteina enddégena que es reconocida por el suero anti-VP8* al aumentar el tiempo de
revelado. WT: planta de tabaco wild-type; M: marcadores de peso molecular: Broad Range (BIO-RAD)
para el analisis de la planta VP8*, y Protein Ladder (New England Biolabs) para los otros geles.

En base a estos resultados, se decidid utilizar un protocolo optimizado para la extraccion de
proteinas que forman cuerpos de inclusién de E. coli que no utiliza agentes desnaturalizantes
(Peternel y col., 2008). EIl protocolo permite la obtencion de modo sucesivo de fracciones
solubles e insolubles, y utilizando el mismo, la proteina VP8* se reparti6 en todas estas
fracciones (figura 34). La fraccion insoluble final (P2), se encontraba altamente enriquecida en
la proteina recombinante, y practicamente libre de proteinas enddgenas de la planta. En la
planta str-VP8* se observd el mismo patrén en la extraccion de la forma str’-VP8*, y la forma
truncada VP8*-t se obtuvo mayoritariamente en la fraccion soluble S1. La proteina de fusién
GUS-E-VP8* también se obtuvo en la fraccion soluble S1, lo cual fue consistente con la

solubilidad observada previamente. La proteina VP-SGUS, sirvi6 como control de una proteina
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localizada en estroma que se acumula en altos niveles y que mantiene su solubilidad, ya que

se extrajo mayoritariamente en la fraccion S1.

VP8* VP8*
WT T S1 P1 S2 P2 M WT T S1 P1 82 P2 M
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L = | -
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str-VP8* str-VP8*
WT VP8* T S1 P1 82 P2 M WT VP8* T S1 P1 S2 P2 M
' <66 kDa — B Qe i <66 kDa
Rb-L> <45KDa £ s 3 "~ <45kDa
str2-vPg* > StVPE” - — A N
VPg* > <31kDa VPg* > 'r — <31kDa
<22 kDa Yhaht —.- <22 kDa
GUS-E-VP8* GUS-E-VP8*
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<45 kDa <45 kDa
VP8 > . " <31kDa VP8* > = <31kDa
- S—
- ey <22kDa <22 kDa
VP-BGUS VP-BGUS
WT T 81 P1 82 P2 M WT T S1 P1 82 P2 M
“ <116 kDa ! <116 kDa
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R <66 kDa ? ' — <66 kDa
Ro-L> W —
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Figura 34. Extraccion de proteinas de hojas a partir de las plantas que expresan distintas
versiones de VP8* . SDS-PAGE (12,5% [m/v]) tefiido con Coomasie Brilliant Blue (izquierda) y western
blot utilizando un suero de ratén contra VP8* (derecha). Se prepararon extractos totales de hoja (T), y de
las fracciones S1 (soluble), P1 (insoluble), S2 (soluble obtenido a partir de P1) y P2 (insoluble). En cada
calle se sembraron proteinas de hoja obtenidas a partir de 4 mg de tejido fresco. Para las plantas str-
VP8*: la proteina no procesada se sefiala como str-VP8*; str’-VP8* indica la proteina que habria perdido
la primera parte de la sefial bipartita de direccionamiento, y VP8*-t el producto de degradacion. VP-
BGUS: planta transplastémica control, para la cual se utilizaron geles de poliacrilamida 8% (m/v); el
western blot fue revelado con un suero de ratén contra el epitope contenido en los aminoacidos 135-160
de VP1 del VFA. WT: planta de tabaco wild-type; Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO; M: marcadores de
peso molecular, Broad Range (BIO-RAD).
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Mediciones de nicotina en extractos proteicos de plantas VP8*.

Las plantas VP8* que serian utilizadas posteriormente en los ensayos de inmunizacién, fueron
analizadas con el fin de determinar el contenido de nicotina en las fracciones solubles S1 y S2,
y en la fraccién insoluble final P2. Al analizar extractos obtenidos a partir de hojas secas, se
obtuvieron valores de nicotina similares a los observados en plantas no transformadas (Shi y
col., 2006). Se encontré, para el tejido seco (TS), un valor de nicotina total de 6,84+1,62 mg/g
TS, que se encontraba casi en su totalidad en la fraccién soluble S1 (figura 35). Al analizar
tejido fresco (TF) el valor de nicotina fue de 0,19+0,04 mg/g TF, y en este caso también se
observé que la nicotina se encontraba en la fraccion S1, quedando la fraccion insoluble final P2

libre del alcaloide.
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Figura 35. Contenido de nicotina en extractos proteicos de hojas de plantas VP8*. Se cuantificaron

los niveles de nicotina en el extracto total de hoja (T), en las fracciones solubles S1y S2 y en la fraccién
insoluble final P2. Los valores mostrados corresponden al promedio de tres determinaciones
independientes, y se expresan como miligramos de nicotina por gramo de tejido fresco (mg/g TF) o seco
(mg/g TS).

Localizacién intracelular de las proteinas recombinantes.

Con el fin de determinar la localizacién de las proteinas recombinantes en el cloroplasto de las
plantas transplatémicas que expresan VP8* se realiz6 un fraccionamiento subcelular, utilizando
para ello un protocolo adaptado del trabajo original de Kieselbach y colaboradores (1998), que
posteriormente fue modificado para demostrar la translocacién de aprotinina recombinante al
lumen de los tilacoides, en plantas transplastomicas de tabaco (Tissot y col., 2008). A partir de
hojas de plantas rusticadas se obtuvieron las distintas fracciones enriquecidas en proteinas de
estroma, lumen y membranas de tilacoides (figura 36a). Para confirmar la identidad de las
fracciones se realizaron ensayos de western blot, con anticuerpos dirigidos contra la subunidad
mayor de RuBisCO como marcador de estroma y anticuerpos contra plastocianina como
marcador del lumen de los tilacoides. Se pudo apreciar que las fracciones obtenidas se
encontraban enriquecidas con las proteinas esperadas, de acuerdo a lo observado con las

proteinas marcadoras, y a su vez que habia una leve contaminacién entre las fracciones (figura
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36b). Como era esperado, la proteina de fusiébn GUS-E-VP8* mostré estar enriquecida en la
fraccion estromal. En la planta VP8*, la localizacion de la proteina recombinante tuvo un patrén
distinto al esperado. En lugar de observarse una localizaciéon estromal, se observé que VP8*
se encontraba enriquecida en la fraccion de lumen y membranas de tilacoides. Este resultado
inesperado puede deberse a la insolubilidad de VP8*, que provocaria su precipitacion junto al
pellet de tilacoides. Luego, VP8* seria parcialmente solubilizada obteniéndose junto a las
proteinas del lumen debido a la sonicacién incluida en el protocolo para la ruptura de los
tilacoides. En la planta str-VP8* se observé el mismo patron para la forma str’-VP8*, que
también es insoluble: se encontré enriquecida en la fraccion de lumen y membranas de
tilacoides en vez de observarse en la fraccion estromal. La forma truncada de VP8* (VP8*-1),
se detectd enriquecida en la fraccién lumenal. Esto sugeriria que una vez que VP8* es
translocada al lumen de los tilacoides, se mantiene en forma soluble donde seria clivada por

alguna proteasa alli presente.
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Figura 36. Fraccionamiento subcelular para el estudio de la localizacion de las proteinas

recombinantes en cloroplastos de plantas transplastémicas que expresan VP8* A) Esquema
general del protocolo utilizado para obtener las fracciones enriquecidas en proteinas de distintos
compartimentos del cloroplasto, y mediciones de proteinas y clorofila total para cada fraccionamiento (c!:
centrifugacion). B) Se sembraron extractos totales de hoja (T), y 10 ug de las fracciones "estroma" (E),
“lumen” (L) y "membranas de tilacoides" (M). Panel superior: western blot (gel de poliacrilamida 10%
[m/v] para GUS-E-VP8* y gel 12,5% [m/v] para VP8* y str-VP8*) de las distintas fracciones utilizando un

suero de raton contra VP8*. Panel intermedio: western blot (gel de poliacrilamida 15% [m/v]) utilizando un
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suero de conejo contra plastocianina (PC). Panel inferior: western blot (gel de poliacrilamida 10% [m/v])
utilizando un suero de conejo contra la subunidad mayor de RuBisCO (Rb-L). Para las plantas str-VP8*:
la proteina no procesada se sefiala como str-VP8*; str’-VP8* indica la proteina que habria perdido la
primera parte de la sefial bipartita de direccionamiento, y VP8*-t el producto de degradacion. WT: planta
de tabaco wild-type; M: marcadores de peso molecular, Protein Ladder (New England Biolabs).

Cuantificacion de los niveles de expresién de VP8*.

Dado que en las plantas str-VP8* se observé una protedlisis inesperada de la proteina
recombinante, y en las plantas GUS-E-VP8* los niveles de expresion eran relativamente muy
bajos, se decidié seguir trabajando solo con las plantas VP8*. Se cuantificaron los niveles de
expresion para esta linea, a partir de un extracto soluble de hojas. Estos extractos serian luego
utilizados para los estudios inmunolégicos en el modelo murino. La cuantificacién de VP8* en
la fraccion soluble se realizd por dos métodos: mediante densitometria en geles de
poliacrilamida tefiidos con Coomasie Brillant Blue, utilizando como patrén una curva de BSA
(figura 37), y mediante la técnica de ELISA. Segun la determinacién por densitometria, VP8*
representaria el 3% de las PST (230 ug/g TF); la cuantificacion por ELISA realizada por la Dra.
Marina Mozgovoj, arrojé resultados similares: 4% de las PST (250 ug/g TF). Al utilizarse la
fraccion insoluble P2 obtenida sin incluir la sonicacién en el protocolo, el rendimiento de

proteina recombinante por masa de tejido se duplicé: 500 ug/g TF (medicion por ELISA).

WT VP8* BSA
masa (ug) 10 40 3 25 2 1,5 1 0,5 M
< 116 kDa
- - . < 66 kDa
Rb-L > | —-—
<45kDa
VP8* > — <31kDa

Figura 37. Cuantificacion de los niveles de expresion mediante SDS-PAGE en plantas

transplastomicas VP8*. Determinacion de la acumulacién de VP8* por densitometria en geles de
poliacrilamida, utilizando el programa Image J (NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij). SDS-PAGE (12,5% [m/v]),
tincién con Coomasie Brilliant Blue. Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO; BSA: albdmina sérica bovina;

M: marcadores de peso molecular, Broad Range (BIO-RAD).

Inmunogenicidad y proteccién de la proteina recombinante VP8* en el modelo murino.

Se evalu6 la inmunogenicidad y proteccidn brindada por la proteina VP8* producida en plantas
transplastémicas utilizando el modelo del ratén lactante (Mozgovoj y col., 2004). Estos
estudios fueron realizados por la Dra. Marina Mozgovoj y el Lic. Demian Bellido (Instituto de
Virologia, CICV y A. INTA-Castelar). En la figura 38 se indica el esquema experimental
seguido para las inmunizaciones y desafio con el rotavirus bovino cepa C486. Las ratonas

inmunizadas ya sea con la fraccién soluble S1 o con la fraccién insoluble P2 desarrollaron
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anticuerpos contra VP8* (figura 39A). Se observaron altos titulos en las hembras inmunizadas
y posteriormente se estudid si estos anticuerpos permitian inhibir la infeccion del virus en un
ensayo in vitro (figura 39B). Este ensayo permitid confirmar la presencia de altos titulos de

anticuerpos neutralizantes.

dosis #1 dosis #2
(2 ng VP8 (2 ng VP8
semanas
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
apareo nacimientos
infeccién
oral
dias

monitoreo
de diarrea

Figura 38. Esquema experimental para el estudio de la inmunogenicidad y proteccion brindada

por VP8* en el modelo del raton lactante. Se inmunizaron ratones BALB/C hembras con extractos de
plantas VP8* conteniendo 2 ug de proteina recombinante. La inmunizacion se repitié a las 4 semanas y
luego las hembras fueron apareadas. Sus crias fueron desafiadas al 5% dia de vida con rotavirus bovino.

Se monitore6 cada 24 hs la aparicion de diarrea hasta el tercer dia posterior a la infeccion.
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Figura 39. Immunogenicidad de VP8* producida en plantas transplastémicas. Deteccion de
anticuerpos anti-VP8* por ELISA (A) y anticuerpos neutralizantes (B) en ratones hembras inmunizadas
con extractos de plantas VP8*. Las muestras de suero fueron obtenidas a los 45 dias de la primera

inmunizacion.
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Las crias nacidas de las hembras inmunizadas con extractos de plantas transplastémicas VP8*
fueron protegidas frente al desafio con el virus infectivo (figura 40). Al finalizar el experimento,
se detectaron IgGs contra VP8* en el suero de las crias provenientes de madres inmunizadas
con extractos de plantas que expresaban este antigeno (figura 41). La presencia de estos
anticuerpos transferidos de madres a crias fue consistente con la proteccién observada contra
la infeccién viral.
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Figura 40. Proteccion pasiva de crias provenientes de ratones hembras inmunizadas con
extractos de plantas VP8*. Crias nacidas de ratonas inmunizadas con extracto de plantas
transplastomicas fueron desafiadas con 10° FFU de rotavirus bovino C486. Se analizaron 5 crias para
cada condicién y se monitoreo la aparicion de diarrea diariamente hasta las 72 hs posteriores al desafio.
RVB: crias de ratonas inmunizadas con un concentrado de rotavirus bovino C486 inactivado.
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Figura 41. Transferencia de anticuerpos anti-VP8* de las hembras inmunizadas a sus crias. Los
titulos de anticuerpos anti-VP8 fueron determinados por ELISA al finalizar los ensayos de desafio viral.
Cada barra representa el valor obtenido para cada hembra y la barra rayada a su derecha un promedio de

los valores obtenidos para 5 de sus crias.
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VP8* en hojas secas de plantas transplastomicas.

Al estudiar la acumulacién de VP8* en las distintas hojas de una planta transplastémica, se
habia observado la presencia de la proteina recombinante en las hojas senescentes e incluso
en la hoja seca (figura 29). En base a esta observacion se decidié estudiar la solubilidad de la
proteina presente en la hoja seca empleando el protocolo descripto anteriormente que permitia
obtener de modo secuencial fracciones solubles (S1, S2) e insolubles (P1, P2). De esta
manera se pudo determinar que la proteina VP8* presente en la hoja seca no podia ser

solubilizada, aun mediante sonicacion (figura 42).

hoja seca hoja seca
VPg* VP8*
WT VP8 WT T S1 P1 82 P2 WT VP8* WT T S1 P1 S2 P2
=1 <66 kDa <66 kDa
~-BEN B
<45 kDa <45kDa
VP8* > . . WSS <31kDa vPs* > — &= i & <31kDa
— <22kD
—_ < <22 kDa

Figura 42. Extraccién de proteinas en fases solubles e insolubles a partir de hojas secas de
plantas transplastomicas VP8* . SDS-PAGE (12,5% [m/v]) tefiido con Coomasie Brilliant Blue
(izquierda) y western blot utilizando un suero de ratén contra VP8* (derecha). Se prepararon extractos
totales de hoja (T), y de modo sucesivo las fracciones S1 (soluble), P1 (insoluble), S2 (soluble obtenido a
partir de P1) y P2 (insoluble). Se sembraron proteinas obtenidas de 0,5 mg de hoja seca por calle, y para
comparacion extractos totales de hojas frescas de planta wild-type (WT) y VP8* (4 mg tejido fresco inicial).
Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO; M: marcadores de peso molecular, Broad Range (BIO-RAD).

Luego se confirm6é que la proteina recombinante se conservaba en hojas secadas
artificialmente, ya sea por falta de riego (figura 43), 0 mediante un procedimiento similar al
utilizado por la industria para el curado del tabaco (figura 44). Se realizaron preparaciones P2
a partir del tejido seco de plantas VP8* para inocular ratones. En estas preparaciones se
detectd VP8* por western blot pero no asi por ELISA, y en experimentos de inmunizacién no

indujeron la produccion de anticuerpos.
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Figura 43. Deteccion de la proteina recombinante en hojas secadas artificialmente de plantas
transplastomicas VP8* . A) Plantas utilizadas en el estudio, secadas artificialmente por falta de riego. B)
y C) Andlisis cualitativo por SDS-PAGE (12,5% [m/v], tinciébn con Coomasie brilliant blue) de extractos
totales de distintas hojas de una planta wild-type y VP8*, respectivamente, que fueron secadas
artificialmente. Se sembraron proteinas totales obtenidas de 4 mg de tejido fresco o0 0,5 mg de tejido seco
por calle. Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO. D) Western blot realizado sobre un gel equivalente al
mostrado en “C” revelado con un suero de raton contra VP8*. M: marcadores de peso molecular, Broad
Range (BIO-RAD).
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Figura 44. Deteccion de la proteina recombinante en hojas secadas artificialmente de plantas
transplastémicas VP8* (continuacién) . A) Plantas utilizadas en el estudio, secadas artificialmente
mediante un procedimiento similar al usado en la industria para el curado de tabaco. B) y C) Andlisis
cualitativo por SDS-PAGE (12,5% [m/v], tincion con Coomasie brilliant blue) de extractos totales de
distintas hojas de una planta wild-type y VP8*, respectivamente, que fueron secadas artificialmente. Se
sembraron proteinas totales obtenidas de 4 mg de tejido fresco 0 0,5 mg de tejido seco por calle. Rb-L:
subunidad mayor de RuBisCO. D) Western blot realizado sobre un gel equivalente al mostrado en “C”
revelado con un suero de ratén contra VP8*. M: marcadores de peso molecular, Broad Range (BIO-
RAD).
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Parte Ill: Expresion de un anticuerpo de camélido de cadena simple (VHH).
Introduccion

Los camélidos (camellos, dromedarios y llamas) producen anticuerpos de simple cadena, y su
extremo N-terminal llamado VHH es el polipéptido mas pequefio con capacidad de unién de
alta afinidad (Harmsen y De Haard, 2007). Debido a no poseer una estructura cuaternaria ya
gue estan formados por una Unica cadena de aproximadamente 15 kDa, presentan una mayor
estabilidad respecto de los anticuerpos convencionales (Muyldermans y col., 2009). Su
produccion es realizada de rutina en E. coli y levaduras, obteniéndose un buen rendimiento de
proteina VHH soluble (Frenken y col., 2000; van der Linden y col., 2000). Considerando la
aplicacién de estas moléculas en diagndstico y terapias de inmunidad pasiva, es muy probable
que su produccion se realice a gran escala en los proximos afios. Teniendo en cuenta esto, es
interesante evaluar como plataforma de expresion alternativa de los VHH a las plantas
transplastémicas. Si los niveles de expresion fueran aceptables y la purificacion a partir del
material vegetal no presentase complicaciones adicionales, este sistema podria representar
una opcion con mejor relacién rendimiento/costo respecto de los sistemas basados en la

fermentacion.

El VHH utilizado en este trabajo fue desarrollado por la Dra. Lorena Garaicoechea como parte
de su Tesis Doctoral (Garaicoechea y col., 2008). EIl sistema de expresion utilizado fue E. coli,
empleando el vector pHENG6 (Conrath y col., 2001), que incluye el péptido de direccionamiento
a periplasma de la proteina pectato liasa B (Better y col., 1988). En ese ambiente oxidante y
libre de proteasas, se favorece la formacién de puentes disulfuro intracatenarios permitiendo el
correcto plegamiento del anticuerpo. A su vez, se minimiza su degradacion, y se facilita la
purificacion mediante cromatografia de afinidad con columnas de niquel, ya que esta version
de VHH cuenta con un tag de polihistidinas en su extremo C-terminal. Se trabajo con el clon
3B2, el cual reconoce un epitope conformacional de la proteina VP6 del rotavirus bovino. VP6
forma parte de la capa proteica intermedia del virion, y el VHH, debido a su pequefio tamafio,
podria acceder al epitope a través de los poros de la capa externa viral (figura 45). Tal es asi,
gue el VHH mencionado expresado en E. coli, posee actividad neutralizante (Garaicoechea y
col., 2008).

Con el fin de expresar este anticuerpo y teniendo en cuenta las alternativas comentadas en la
introduccién general para mejorar los niveles de expresion, se evaluaron tres estrategias para
expresar el anticuerpo VHH clon 3B2 en plantas transplastémicas de tabaco: 1) expresarlo sin
sefial de direccionamiento para analizar su acumulacion en el estroma del cloroplasto, 2) dirigir
su acumulacion al lumen de los tilacoides, 3) y acumularlo en el estroma como una fusion a la

enzima f-glucuronidasa.
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Rotavirus VHH

Figura 45. Estructura del rotavirus, el antigeno VP6 y un anticuerpo de simple cadena VHH. A)
Estructura del virion de rotavirus de mono rhesus (resolucién: 23 A), obtenida mediante
crioelectromicroscopia y procesamiento de imagenes por computadora. Los antigenos de la capa externa
VP4 y VP7 se encuentran coloreados en rojo y amarillo, respectivamente. Se indica uno de los canales y
dentro del mismo la proteina VP6 coloreada en azul. B) Estructura del virién sin la proteina de la capa
externa VP7. Se resalta la capa intermedia formada por VP6 en azul ("A" y "B" tomadas de Prasan y
Estes, 2000). C) Estructura de un anticuerpo de simple cadena de camélido (resolucién: 2,10 A) (tomado

de Decanniere y col., 2000).

Resultados

Desarrollo de las construcciones para la generacion de plantas de tabaco

transplastémicas que expresan VHH.

Se obtuvo la secuencia de VHH a partir del plasmido pHEN6/VHH clon 3B2 (Garaicoechea y
col.,, 2008) mediante PCR con la enzima Pfu, utilizando los oligonucledtidos iniciadores
VHHNdel y VHHXbal que agregaron los sitios de restriccion para las enzimas Ndel y Xbal
(figura 46A). El producto de PCR con extremos romos fue ligado al vector pZErO-2
(Invitrogen), previamente cortado con la enzima EcoRYV. La construccion intermediaria pZErO-
2/VHH fue cortada con las enzimas Ndel y Xbal, y el fragmento VHH fue ligado al vector
pBSW-utr, obtenido a partir de la construccion pBSW-utr/hEGF (Wirth y col., 2006), que habia
sido previamente cortado con las mismas enzimas para remover hEGF. La construccién final

pBSW-utr/VHH permitiria la acumulacion de VHH 3B2 en el estroma del cloroplasto.

Se realizaron dos construcciones adicionales para expresar VHH en plantas transplastomicas:
pBSW-utr/pep-VHH y pBSW-utr/GUS-E-VHH. La construccion pBSW-utr/pep-VHH contiene el
péptido bacteriano (pep) de direccionamiento a periplasma de la proteina pectato liasa B, que
seria reconocido por la maquinaria plastidica de translocacion al lamen de los tilacoides, via el
mecanismo SEC (Aldridge y col.,, 2009) (figura 46B). Para obtener esta construccién, se
siguieron los mismos pasos descriptos para pBSW-utr/VHH, empleando en la PCR el
oligonucledtido iniciador pepVHHNdel, que permitid incluir en la secuencia el péptido N-

terminal mencionado anteriormente, presente en el plasmido pHENSG.
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Figura 46. Construcciones para la obtencion de plantas transplastdmicas que expresan la proteina
VHH mediante distintas estrategias.  Se indican en los esquemas los pasos seguidos para la obtencion
de las construcciones pBSW-utr/VHH (A), pBSW-utr/pep-VHH (B), y pBSW-utr/GUS-E-VHH (C).

La construccion pBSW-utr/GUS-E-VHH consistié en la fusion entre la secuencia completa de la
enzima f-glucuronidasa y la de VHH, incluyendo entre ambas el sitio de corte reconocido por la
enzima enteroquinasa (figura 46C). Se obtuvo la secuencia de la S-glucuronidasa por PCR a
partir del plasmido pBI121 (Chen y col., 2003), agregando los sitios para las enzimas Hindlll,
Clal y Xbal en el extremo 3'y Ndel en el extremo 5'. El producto de PCR fue subclonado en el
vector pZErO-2, y esta construccion intermediaria fue cortada con las enzimas Ndel y Xbal. El
fragmento resultante fue ligado al vector pBSW-utr, obteniéndose la construccién pBSW-
utr/GUS. La secuencia de VHH, con extremos compatibles (Hindlll, Xbal) para su fusion con la
B-glucuronidasa fue obtenida por PCR a partir de pZErO-2/VHH, utilizando oligonucle6tidos
iniciadores que incluian los sitios mencionados, y la secuencia para corte con la enzima
enteroquinasa (E). El producto de PCR fue ligado al vector pZErO-2, y la construccion pZErO-
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2/E-VHH fue cortada con las enzimas Hindlll y Xbal. El fragmento resultante fue ligado a la
construccion intermediaria pBSW-utr/GUS, que habia sido cortada con las mismas enzimas.
Para descartar mutaciones que pudieran haber sido introducidas por las reacciones de PCR,
las construcciones intermediarias: pZErO-2/VHH, pZErO-2/pep-VHH, pZErO-2/GUS, y pZErO-

2/E-VHH fueron secuenciadas.

Antes de realizar la transformacion genética de las plantas de tabaco, se confirmé la integridad
de las construcciones por western blot y actividad g-glucuronidasa (figura 47). En el ensayo de
western blot no fue posible detectar la proteina VHH en extractos de bacterias que contenian la
construccion pBSW-utr/VHH. Se ha observado que la expresion de las VHHSs en el citoplasma
de E. coli es inestable, y es por ello que se las dirige al periplasma (Olichon y Surrey, 2007).
Aunque se utiliza la expresion en bacterias como prueba de lo que podria ocurrir en el estroma
de los cloroplastos, esto no es una regla general. Es por ello que se decidié utilizar de todos
modos la construccion pBSW-utr/VHH para la transformacién de plantas.

A pBSW-utr C pBSW-utr
pep- VP- GUS-E
M VHH VHH BGUS M - BGUS BGUS VHH
< 31kDa
— w <22kDa
VHH > —
<14 kDa

<7kDa 'W'

anti-VHH
B pBSW-utr pBSW-utr pBSW-utr
VP-  GUS-E VP-  GUS-E VP- GUS-E
- BGUS BGUS VHH - BGUS BGUS VHH - BGUS BGUS VHH M
<116 kDa
VHH
< 97 kDa
- P
VP ﬁGUS -
BGUS <66 kDa
' <45 kDa
anti-VHH anti-His

Figura 47. Andlisis de la integridad y funcionalidad de las construcciones que contienen la

secuencia de VHH en E. coli. A) Western blot (gel de poliacrilamida 15% [m/v]) utilizando un suero de
conejo contra VHH, para analizar la expresion de las construcciones pBSW-utr/VHH y pBSW-utr/pep-
VHH. B) SDS-PAGE tefido con Coomasie brilliant blue y western blots (geles 10% [m/v]) para analizar la
expresion de la construccion pBSW-utr/GUS-E-VHH. En las inmunodetecciones se utilizé un suero de
conejo contra VHH y un anticuerpo de ratén monoclonal contra el tag de polihistidinas (GE Healthcare).
Se incluyeron las construcciones pBSW-utr/gGUS y pBSW-utr/VP-SGUS como referencia del tamafio de
las proteinas recombinantes y como controles negativos en el revelado por western blot. M: marcadores
de peso molecular, Broad Range (BIO-RAD). C) Ensayo de actividad s-glucuronidasa. Se incluyeron las
construcciones pBSW-utr/GUS y pBSW-utr/VP-SGUS como controles positivos, y el vector vacio como

control de actividad endégena de E. coli.
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Obtencion y caracterizacion preliminar de plantas transplastémicas que expresan VHH.

Se realizé la transformaciéon de cloroplastos de tabaco por biobalistica utilizando las tres
construcciones conteniendo la secuencia de VHH. La eficiencia de transformacion fue
relativamente baja para la construccion pBSW-utr/'VHH, y se necesitaron bombardear 40
explantos para obtener solo 10 brotes. Con las demas construcciones utilizadas en este
trabajo solo fueron necesarios de 5 a 10 explantos bombardeados para obtener esa misma
cantidad de brotes. Las plantas que surgieron de los bombardeos fueron analizadas por PCR
para identificar los eventos transplastémicos (figura 48). Se observd la presencia de un

namero importante de escapes en la transformacion con la construccion pBSW-utr/VHH.

VHH

M wWwr C A B
30kb >
15kb >
0,75 kb >

025kb >

Figura 48. Identificacion de lineas transplastomicas que expresan VHH por PCR. Se analizaron
diferentes lineas obtenidas de los experimentos de transformacién con las construcciones pBSW-utr/VHH,
pBSW-utr/pep-VHH, pBSW-utr/GUS-E-VHH. En las reacciones de PCR se utilizaron los oligonucle6tidos
iniciadores Cloro fw y Cloro rv, que permiten amplificar, s6lo en las plantas transplastdmicas, un
fragmento de 1.450 pb. C: transplastémica VP-GUS utilizada como control positivo; WT: planta de
tabaco wild-type. M: 1 kb DNA Ladder (Promega).

Las plantas obtenidas mostraron un fenotipo heteroplastico, siendo este mas acentuado en las
plantas VHH (figura 49). Este fenotipo que consiste en deformaciones en las hojas, ha sido
descripto por Alhert y colaboradores (2003), y resulta del arresto del desarrollo de células con
cloroplastos no transformados, como consecuencia de la ausencia de actividad traduccional en
presencia del agente selector. La mayoria de las plantas VHH y pep-VHH dieron semillas
incapaces de germinar en medio selectivo, lo cual indicaba que al ser rusticadas en ausencia
de presién de seleccién perdian los plastomas transformados. Esta heteroplastia observada a
nivel fenotipico pudo ser confirmada mediante un ensayo de Southern blot preliminar con
plantas VHH y pep-VHH (figura 50). En las plantas VHH se observé un patron de bandas

correspondiente al plastoma wild-type (6,4 kb) o bandas con tamafio mayor al esperado (8,2
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kb). En todas las plantas pep-VHH analizadas se pudo detectar el genoma plastidico wild-type
(6,4 kb), y en dos casos se visualizé simultdneamente la banda de 1,9 kb, producto de la

insercién del transgén.

A VP8*(control) VHH pep-VHH GUS-E-VHH

Figura 49. Fenotipo heteroplastico de plantas transplastomicas que expresan VHH. A) Fotografias
de una planta VHH (quinta ronda de regeneracion), pep-VHH y GUS-E-VHH (ambas de tercera ronda de
regeneracion), luego de 2 semanas de haber sido rusticadas. Se incluye una planta VP8* como
referencia de una planta transplastémica que no presenta fenotipo heteroplastico. B) Semillas de las
plantas que se muestran en "A" fueron germinadas en medio MS en presencia de espectinomicina (Sp,
500 mg/L). En las mismas placas se incluyeron semillas de plantas de tabaco wild-type (WT) como

control del agente selector.
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Figura 50. Analisis preliminar por Southern blot de plantas transplastémicas con fenotipo

heteroplastico VHH y pep-VHH.  A) Esquema que muestra la zona de insercion del transgén en el
genoma plastidico (WT ADNp). B) Andlisis de Southern blot (gel de agarosa 0,8% [m/v]) de plantas VHH
y pep-VHH luego de 3 (R3) 6 4 (R4) rondas de regeneracion. Para la hibridacion se utilizé la sonda que
contiene las secuencias de los genes plastidicos trn I y trn A. M: 1 kb DNA Ladder (PB-L); WT: planta de

tabaco wild-type.
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Se estudio la presencia de la proteina VHH en las plantas transplastémicas heteroplasticas por
SDS-PAGE y western blot. Entre todas las plantas VHH, solo pudo detectarse la proteina
recombinante en la linea A de primera y segunda ronda de regeneracion (figura 51A). En
plantas de tercera ronda de esa misma linea y las demas lineas analizadas la proteina no pudo
ser detectada. En la mayoria de las lineas de plantas pep-VHH analizadas pudo detectarse la
proteina recombinante, y en algunos casos su acumulacion era lo suficientemente alta como
para permitir su visualizacion directa en un gel teflido con Coomasie brilliant blue (figura 51B).
La proteina de plantas pep-VHH mostrd la misma movilidad electroforética que la producida por
la planta VHH, lo cual sugeriria el correcto procesamiento del péptido sefial bacteriano por la
magquinaria plastidica de translocacion y direccionamiento al limen de los tilacoides. En
algunos casos donde se observd mayor acumulacion de la proteina recombinante, se
visualizaba una segunda banda de tamafio levemente mayor, que corresponderia a VHH
conteniendo el péptido de transito sin procesar. Llamativamente, en las lineas A y D de plantas
pep-VHH la proteina se detectaba en plantas de tercera ronda de regeneracion, pero no en las
plantas de cuarta ronda. Esto podria deberse a la heteroplastia y a la variacion de la expresion
en las distintas hojas, lo cual fue posteriormente estudiado. La Unica planta GUS-E-VHH
analizada de modo preliminar por SDS-PAGE y western blot mostré una buena acumulacién de

la proteina de fusién, aunque también la presencia de productos de degradacion (figura 51C).

Se analizé la acumulacion de la proteina recombinante en distintas hojas de una planta VHH y
pep-VHH, que habian sido previamente analizadas por Southern blot. En ninguna de las hojas
de la planta VHH fue posible detectar la proteina heteréloga (figura 52A), lo cual fue
consistente con el Southern blot que indicaba la ausencia del transgén (figura 50). La planta
pep-VHH analizada mostré un patron de acumulacién muy particular en sus distintas hojas
(figura 52B). La expresion mas alta se observé en la hoja senescente, era indetectable en una
hoja madura, y podia detectarse e incrementaba en las hojas jovenes, pero estaba ausente en
la hoja mas joven. Este patrén de acumulacion no podria ser explicado por inestabilidad de la
proteina, y seria probablemente ocasionado por pérdida de cloroplastos transformados de
modo aleatorio en las hojas en ausencia de presion de seleccion. El andlisis de Southern blot

(figura 50) para esta linea también es consistente con esta hipétesis.
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Figura 51. Andlisis preliminar por SDS-PAGE y  western blot de plantas transplastomicas que

expresan VHH. A) Western blot (gel de poliacrilamida 15% [m/v]) realizado con extractos proteicos de
hojas de las lineas de plantas VHH . Se analizaron plantas obtenidas luego de haber pasado por distintos
nimeros de rondas de regeneraciéon (R1, R3 y R4). Se incluyeron 25 ng de VHH producida en E. coli
como control positivo. B) SDS-PAGE tefiido con Coomasie Brilliant Blue y western blots (geles 15%
[m/v]) para detectar VHH en distintas lineas de plantas pep-VHH. Se incluyé una planta VHH (linea A,
R2) para su comparacién. C) SDS-PAGE tefiido con Coomasie Brilliant Blue y western blot (geles 12,5%
[m/v]) para una planta GUS-E-VHH (linea A, R1). Se incluyeron otras plantas transplastomicas para
comparacién. En todos los casos se sembraron proteinas totales obtenidas a partir de 4 mg de tejido
fresco, y la inmunodeteccién se realizé con un suero de conejo contra VHH. WT: planta de tabaco wild-
type; Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO; M: marcadores de peso molecular, Broad Range (BIO-RAD).
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Figura 52. Acumulacién de la proteina VHH en distintas hojas de una planta VHH y pep-VHH

heteroplastica. A) Western blot (gel de poliacrilamida 15% [m/v]) utilizando un suero de conejo contra
VHH, para detectar la proteina en las distintas hojas de una planta VHH. B) Se repitié el ensayo descripto
en "A" para una planta pep-VHH. Se sembraron proteinas totales obtenidas de 4 mg de tejido por calle.
Se incluyeron 80 y 40 ng de VHH producida en E. coli como control positivo. WT: planta de tabaco wild-
type; M: marcadores de peso molecular, Broad Range (BIO-RAD). C) Esquema de las plantas empleadas

en el estudio, en donde se representa la hoja senescente con color verde claro (hoja 6).

Fenotipo y caracterizacion molecular de plantas transplastémicas homoplasticas que

expresan VHH.

La gran mayoria de las plantas VHH y pep-VHH, luego de rusticadas y crecidas en
invernadero, produjeron semillas incapaces de germinar en presencia de espectinomicina,
indicando que sin presion de seleccion las plantas heteroplasticas tenian una tendencia a
perder los cloroplastos con genomas transgénicos. Esta inestabilidad podria deberse a un
efecto téxico de la proteina recombinante en el estroma del cloroplasto; consistentemente,
aquellas plantas que dieron semillas capaces de crecer luego en medio selectivo, presentaban
un fenotipo clorético (figura 53). Solo se lograron obtener semillas que germinaran en
presencia de agente selector a partir de dos eventos de las lineas VHH, pep-VHH, y GUS-E-
VHH.
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Figura 53. Fenotipo clorético de una planta transplastomica pep-VHH que produjo semillas

conteniendo el transgén.  Se incluye una planta transplastémica GUS-E-VP8* crecida en las mismas
condiciones para comparacion. Se muestra la germinacion de sus semillas en medio MS conteniendo
espectinomicina (Sp, 500 mg/L), junto a semillas wild-type (WT), utilizadas como control del agente

selector.

Las plantas obtenidas a partir de semillas germinadas en medio conteniendo espectinomicina
no presentaron un fenotipo heteroplastico. Sin embargo, las plantas pep-VHH crecidas in vitro
mostraban una clorosis que aumentaba en condiciones de mayor intensidad luminica (figura
54). Este fendbmeno también fue observado en plantas rusticadas (figura 55). La linea B de
plantas VHH presenté un fenotipo variegado en sus hojas, el cual era independiente de las
condiciones de iluminacion. La linea D mostré un fenotipo indistinguible del wild-type.

Se repitid la caracterizacion molecular para aquellas lineas de plantas transplastdmicas
obtenidas a partir de semillas capaces de germinar en presencia del agente selector. Estas
lineas fueron positivas para el ensayo de PCR con los oligonuclétidos iniciadores Cloro fw y
Cloro rv (figura 56A y B), y en las plantas GUS-E-VHH también se observé actividad pg-
glucuronidasa (figura 56C). EIl andlisis por Southern blot de plantas VHH indicé un estado
levemente heteroplastico, y bandas de tamafio mayor al esperado (8,2 kb) para la insercién del
transgén en ambas lineas (figura 57B). Las plantas GUS-E-VHH y pep-VHH mostraron el
patron de bandas esperado, con un minimo de heteroplastia (figuras 57B y 58). Mediante un
ensayo de northern blot se detectaron los ARN mensajeros conteniendo el transgén con los
tamafios esperados para las plantas pep-VHH y GUS-E-VHH (figura 59). En las primeras
también se observé la acumulacion de productos de degradacién. En las plantas VHH los

transcriptos tuvieron un tamafio mayor al esperado.
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A GUS-E-VP8* pep-VHH GUS-E-VP8* pep-VHH

(control) (control) linea B

B pep-VHH
linea B
sombra baja luz
2 semanas
4 semanas
6 semanas
Figura 54. Fenotipo clorético de una planta transplastémica pep-VHH in vitro . A) Plantulas pep-

VHH y GUS-E-VP8* provenientes de semillas germinadas en MS en presencia de espectinomicina (500
mg/L). Las fotografias fueron tomadas a las 6 semanas de la germinacion. B) Plantulas pep-VHH
obtenidas como se indica en "A", crecidas en paralelo en condiciones de baja luz (30-100 umol st m'z) ya

la sombra (<30 umol s™ m?).
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10 semanas
VP8* VHH (B) pep-VHH (B) GUS-E-VHH (A)

-

3 1

VHH (B)

@C

GUS-E-VHH (A)

14 semanas
WT

pep-VHH (B)

Figura 55. Fenotipo clorético de una planta transplastémica pep-VHH rusticada. Se crecieron por
duplicado plantas transplastémicas y wild-type (WT) in vitro en sombra (<30 umol s* m?) durante 10
semanas, y luego fueron rusticadas. Una plantula de cada linea fue mantenida en invernadero en
condiciones normales de luz (derecha, 100-300 umol s*t m'z), y la otra en sombra (izquierda, <30 umol s*
m?). Se muestra el estado de las plantas y un detalle de las hojas al momento de la rusticacion y luego

de cuatro semanas.
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A WTADNp  Clorofw
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s R )
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LFR aad AT RFR

—
Cloro rv

B
pep-VHH
C WT B D
1,9 kb > 1,9kb>
1,4 kb > 1,4 kb >
GUS-E-VHH GUS-E-VHH
C WrT A D € WT (s A D
1,9 kb >
1,4 kb > w % v %
Figura 56. Confirmacion de lineas transplastomicas por PCR y actividad p-olucuronidasa.  A)

Esquema del sitio de integracién en el genoma plastidico (WT ADNp). Se indica la posicion donde
hibridan los oligonucleétidos iniciadores utilizados para la PCR: Cloro fw y Cloro rv. B) PCR con
oligonucledtidos iniciadores Cloro fw y Cloro rv, que permiten amplificar un fragmento de 1.450 pb sélo en
las plantas transplastémicas. M: A BstEll (PB-L). C) Ensayo histoquimico para detectar la actividad (-
glucuronidasa en las plantas GUS-E-VHH. C: planta transplastémica VP-BGUS utilizada como control

positivo. WT: planta de tabaco wild-type.
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A 6 425 pb
WTADNp / /
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=== I 220A TR GUS-E-VHH H Trps16 [ 0 ==~
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4,3 kb > 4,3 kb >
3,7 kb > 3,7 kb >
2,3kb> 2,3kb>
Ncol Ncol

Figura 57. Analisis por Southern blot de plantas transplastémicas VHH y GUS-E-VHH.  A) Esquema
del sitio de integracion al genoma plastidico (WT ADNp), donde se indica la posicién del sitio de corte de
la enzima Ncol utilizada en el ensayo. B) Southern blot (gel de agarosa 0,8% [m/v]) revelado con la
sonda dirigida contra los genes plastidicos trn | 'y trn A. M: A BstEIll (PB-L); WT: planta de tabaco wild-

type.
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pep-VHH

WT B

D

14,1 kb >

8,4 kb >

7,2kb>
6,4 kb >
57 kb >
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Figura 58. Analisis por Southern blot de plantas transplastomicas pep-VHH. A) y B) Esquema del

sitio de integracion al genoma plastidico (WT ADNp), donde se indica la posicion del sitio de corte de las

enzimas Ndel y Avrll, respectivamente.

El sitio Avrll intermedio se pierde en el genoma de la

transplastomica pep-VHH. C) Southern blot (gel de agarosa 0,8% [m/v]) utilizando las enzimas de

restriccion Ndel o Avrll, revelado con la sonda dirigida contra los genes plastidicos trn 1 'y trn A. M: A
BstEll (PB-L); WT: planta de tabaco wild-type.
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A VHH
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............................................................................
..............................................
.....................
pep-VHH
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Figura 59. Andlisis por northern blot de plantas transplastdmicas que expresan VHH. A) Mapa de

transcripcion donde se indican los transcriptos policistronicos (2 y 3) y el transcripto monocistrénico (1)
esperados. B) Northern blot (gel desnaturalizante de agarosa 1,2% [m/v]) revelado con una sonda
dirigida contra el transgén VHH. Se indican las posiciones de los ARN ribosomales 23S (2,9 kb) y 16S
(1,5 kb) como referencia de tamafio molecular, y la banda correspondiente al 23S en el gel previo a la
transferencia, como control de carga. Los transcriptos esperados de acuerdo al mapa de transcripcion "A"
se sefialan con ndmeros 1, 2 y 3, y con asterisco los posibles productos de degradacion. WT: planta de

tabaco wild-type.

Mediante un ensayo de western blot pudo confirmarse la expresion de la proteina recombinante
en las plantas pep-VHH (figura 60); el perfil de proteinas totales observado por SDS-PAGE
indicaba una degradacién generalizada de proteinas endégenas de la hoja. En las plantas
GUS-E-VHH se detecto la proteina de fusion y productos de degradacion en altos niveles, lo
cual permitid6 su visualizacién directa en el gel de poliacrilamida tefiido con soluciéon de
Coomasie. Por el contrario, en las lineas de plantas VHH no fue posible detectar la proteina

recombinante. Se estudid la solubilidad de la proteina recombinante en los extractos de
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plantas pep-VHH y GUS-E-VHH, y en ambos casos se pudo observar que estas se

encontraban mayoritariamente en la fraccion soluble (figura 61).

VHH VHH - pep-VHH pep-VHH
. col
WT B D 50ng M WIT B D WI B D M
<116 kDa < 116 kDa
<66 kDa <66 kDa
Rb-L > Rb-L >
<43 kDa <43 kDa
<35kDa <35kDa
<27 kDa <27 kDa
<20kDa <20kDa
— —
VHH > N DRI <14KkDa
<7 kDa <7 kDa
GUS- GUS-
E-VHH E-VHH
M
< 158 kDa
GUS-E-VHH > 9rkhe
<66 kDa
Rb-L > < 56 kDa
<43 kDa
<35kDa
<27 kDa

Figura 60. Analisis por SDS-PAGE y western blot de plantas transplastomicas que expresan VHH.

SDS-PAGE tefiido con Coomasie Brilliant Blue (izquierda) y western blot (derecha) de extractos proteicos
de hojas. Se sembraron proteinas totales obtenidas de 4 mg de tejido fresco por calle en geles de
poliacrilamida 15% (m/v) para VHH y pep-VHH, y 10% (m/v) para GUS-E-VHH. EIl western blot se reveld
con un suero de conejo contra VHH, y se incluyd como control positivo 50 ng de VHH producida en E. coli.
WT: planta de tabaco wild-type; Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO; M: marcadores de peso molecular,

Protein Ladder (New England Biolabs).

extraccion extraccion extraccion extraccion
pep-VHH pep-VHH GUS-E-VHH GUS-E-VHH
WTr T 8§ P WI T S P M WT T S P WIT T S P M
<116 KD, -4 B P
S8 s O < 50100
Rb-L > <45kDa  -E- > _ SR °
VHH <66 kDa
“2TKDE s — <56 kDa
VHH > . - —— 20D <43kDa
= ' 0 J— <35kDa
< a
<27 kDa
- -
Figura 61. Estudio de la solubilidad de la proteina recombinante en plantas que expresan VHH. Se

obtuvieron extractos totales de hoja (T), y de las fracciones solubles (S) e insolubles (P), los cuales fueron
analizados por SDS-PAGE tefiido con Coomasie Brilliant Blue (izquierda) y western blot utilizando un
suero de conejo contra VHH (derecha). Se sembraron proteinas obtenidas de 4 mg de tejido fresco inicial
por calle. Se utilizaron geles 15% (m/v) para pep-VHH y 10% (m/v) para GUS-E-VHH. WT: planta de
tabaco wild-type; M: marcadores de peso molecular, Protein Ladder (New England Biolabs).
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Localizacién subcelular de las proteinas recombinantes.

Para determinar la localizacién de las proteinas recombinantes GUS-E-VHH y pep-VHH dentro
del cloroplasto, se llevé a cabo un protocolo de fraccionamiento subcelular. Se incluyeron en
este analisis plantas VP-BGUS, como referencia de plantas transplastdmicas que acumulan
una proteina recombinante soluble en el estroma del cloroplasto (figura 62). EIl patrén de
distribuciéon de GUS-E-VHH y VP-BGUS fue coincidente: ambas proteinas recombinantes se
encontraron mayoritariamente en la fraccion estromal. En las plantas pep-VHH se observé la
acumulacion de la proteina madura VHH en la fraccion del lumen de los tilacoides, y en menor
proporcién la proteina sin procesar en la fraccibn de membranas. Dado que la sefial de
direccionamiento es de origen bacteriano, esta podria no ser procesada eficientemente y
provocar que parte de la VHH quede retenida en el complejo de translocacion de la membrana
tilacoidal. A su vez, no se puede descartar la posibilidad de que el VHH 3B2 reconozca un
epitope de una proteina en la cara estromal de la membrana de los tilacoides, y de ese modo
sea co-purificada con esta fracciéon. En ambos casos, esto representaria una interferencia para
la maquinaria biosintética plastidica, que se pondria de manifiesto en condiciones de mayor

iluminacién por el aumento de la tasa metabdlica.

A VP-3GUS GUS-E-VHH pep-VHH
100 g hojas 100 g hojas 27 g hojas
inicial inicial inicial
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L - P e
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Figura 62. Fraccionamiento subcelular para el estudio de la localizacién de las proteinas
recombinantes en cloroplastos de plantas transplastdomicas pep-VHH y GUS-E-VHH A) Esquema

general utilizado para obtener fracciones enriquecidas en proteinas de distintos compartimentos del
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cloroplasto, y mediciones de proteinas y clorofila total para cada fraccionamiento (c!: centrifugacién). B)
Se sembraron extractos totales de hoja (T), y 10 ug de las fracciones "estroma" (E), "lumen" (L) y
"membranas de tilacoides" (M). Panel superior: western blot para GUS-E-VHH (gel de poliacrilamida 10%
[mAV]), VHH (15% [m/v]), y VP-BGUS (10% [m/v]) utilizando un suero de conejo contra VHH y uno de ratén
contra el epitope contenido en los aminoacidos 135-160 de VP1 del VFA, respectivamente. Panel
intermedio: western blot (15% [m/v]) utilizando un suero de conejo contra plastocianina (PC). El suero
cruza con la proteina recombinante VHH, y permite la deteccion conjunta de PC y VHH. Panel inferior:
western blot (10% [m/v]) utilizando un suero de conejo contra la subunidad mayor de RuBisCO (Rb-L).
WT: planta de tabaco wild-type; M: marcadores de peso molecular, Protein Ladder (New England
Biolabs), y Broad Range (Promega) para el western blot de RuBisCO de la planta pep-VHH.

Estabilidad de la proteina recombinante en las distintas hojas de plantas

transplastémicas pep-VHH y GUS-E-VHH.

Se analizé la acumulacion de la proteina recombinante en las distintas hojas de las plantas
transplastémicas por SDS-PAGE y western blot. Segun pudo observarse en los geles, la
proteina GUS-E-VHH y su principal producto de degradacion pudieron detectarse en todas las
hojas de la planta transplastomica, incluso en las hojas senescentes (figura 63). Como fue
descripto anteriormente, las plantas pep-VHH mostraron un fenotipo clorético que se vio
acentuado en las plantas rusticadas crecidas en condiciones normales de luz. Debido a esto,
se estudio la acumulacién de la proteina en las distintas hojas de acuerdo a las condiciones de
crecimiento de las plantas. La clorosis observada en las hojas de las plantas pep-VHH
rusticadas coincidié con un patrén de degradacién general de proteinas endégenas de la
planta, y la proteina recombinante también fue afectada por esta protedlisis generalizada
(figura 64). Cabe remarcar que la hoja mas vieja en la cual se detect6 la mayor acumulacion
fue una hoja que habia desarrollado completamente in vitro antes de que la planta sea

rusticada, y dicha hoja fue resguardada en parte de la luz por las hojas superiores.

El fenotipo clorético y la protedlisis asociada fue menor en una planta crecida en condiciones
de baja luz (figura 65). La planta crecida in vitro y a la sombra fue la que menor clorosis
presentd, y a su vez la que mostré los mejores niveles de acumulacion. En este caso los
niveles de expresion eran lo suficientemente altos como para permitir la visualizacion directa
del VHH en el gel tefiido con Coomasie. En todos los casos la proteina recombinante tuvo su
acumulacion maxima en la hoja mas vieja, por lo tanto se podria afirmar que el VHH 3B2 es

estable en el lumen de los tilacoides del cloroplasto de tabaco.

pagina 69



Resultados - Parte Il

A hojas de GUS-E-VHH c N,
WT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M ':r/
GuUs < 158 kDa
£ <116 kDa
VH\H_. — <97 kDa
* -
<64 kDa

—  E— < 58 kDa
RD-L > o s S S S— — —
B hojas de GUS-E-VHH

WT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

‘3:5 <158 kDa
VHH <116 kDa
= S s gy onn R TN Y G w—— <97 kDa
* - e a— G S S — . s =

< kDa
.

<56 kDa

Figura 63. Estabilidad de la proteina recombinante en distintas hojas de una planta GUS-E-VHH.

A) Analisis cualitativo por SDS-PAGE (8% [m/v]) de extractos totales de distintas hojas de una planta
transplastomica GUS-E-VHH (tincion con Coomasie brilliant blue). Se sembraron proteinas totales
obtenidas de 4 mg de tejido fresco por calle. Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO. B) Western blot (gel
de poliacrilamida 8% [m/v]) utilizando un suero de conejo contra VHH. El gel fue sembrado del mismo
modo que en "A". Se indica la posicién de GUS-E-VHH y de su producto de degradacion mayoritario
(incluido en las cuantificaciones) con un asterisco. M: marcadores de peso molecular, Protein Ladder
(New England Biolabs). C) Planta empleada en el estudio, donde se indican con numeros las hojas

analizadas.

Los resultados obtenidos con las plantas pep-VHH indicaron que tanto la clorosis como la
protedlisis se acentuaban en las hojas con mayor exposicién a la luz, en aquellas plantas
crecidas en condiciones de iluminacion normales. Este fendmeno podria deberse a una
toxicidad del anticuerpo VHH clon 3B2 cuando este se encuentra en el estroma del cloroplasto,
provocando un efecto letal en las plantas VHH, y una toxicidad menor en las plantas pep-VHH.
En las plantas pep-VHH la mayor parte de la proteina recombinante es translocada al lumen de
los tilacoides, y esto podria disminuir en cierto grado la toxicidad. La mayor exposicién a la luz
aumentaria los niveles de sintesis de la proteina pep-VHH, debido a que el promotor que dirije
su expresion es inducible por luz, como asi también la tasa metabdlica plastidica (Staub y
Maliga, 1993). En estas condiciones podria acumularse el anticuerpo pep-VHH en el estroma,
al volverse limitante la capacidad de la maquinaria plastidica para translocar la proteina al
lumen de los tilacoides. Es probable que la traslocacion sea menos eficiente ya que se utilizé
una sefial de direccionamiento bacteriana, en lugar de una propia de proteinas plastidicas

lumenales.
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Figura 64. Estabilidad de la proteina recombinante en distintas hojas de una planta pep-VHH

crecida en condiciones de luz normal y en sombra. A)

Plantas empleadas en el estudio, crecidas en

paralelo en condiciones de luz normal (100-300 umol s™ m™?), y en sombra (<30 umol s™ m?). B) Analisis

cualitativo por SDS-PAGE (15% [m/v]) de las distintas hojas (tincion con Coomasie brilliant blue). Se

sembraron proteinas totales de 4 mg de tejido fresco por calle. Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO. C)

Western blot utilizando un suero de conejo contra VHH. El gel fue sembrado del mismo modo que en "B".

M: marcadores de peso molecular, Protein Ladder (New England Biolabs).
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5 ! 4 e . ——
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WT 1 3 4 6 7 9 12 13 M WT 1 2 3 4 5 6 7 8 M
<50 kDa g
<50 kDa
< 35kDa < 35kDa
<25 kDa < 25kDa
VHH > — — S TS <15kDa  vHH> . SR e < 15 Da
<10 kDa <10 kDa

Figura 65. Estabilidad de la proteina recombinante en distintas hojas de una planta pep-VHH
crecida con baja intensidad de luz, y en una planta in vitro crecida en sombra. A) Plantas
empleadas en el estudio. La planta rusticada fue crecida en condiciones de baja luz (30-100 umol s m™)
y la planta in vitro en sombra (<30 umol s™ m™?). B) Analisis cualitativo por SDS-PAGE (15% [m/v]) de las
distintas hojas (tincion con Coomasie brilliant blue). Se sembraron proteinas totales de 4 mg de tejido
fresco por calle. Rb-L: subunidad mayor de RuBisCO. C) Western blot utilizando un suero de conejo
contra VHH. El gel fue sembrado del mismo modo que en "B". M: marcadores de peso molecular, Broad
Range (Promega).

Cuantificacion de los niveles de expresion.

Se cuantificd la acumulacién de la proteina recombinante en distintas hojas de plantas GUS-E-
VHH y pep-VHH. La proteina GUS-E-VHH fue cuantificada por western blot, utilizando como
estandar la proteina VHH purificada producida en E. coli (figura 66). El valor de las
cuantificaciones fue la suma de GUS-E-VHH y su principal producto de degradacion, ya que al
tener este dltimo un tamafio similar, formaba una Unica banda con la proteina completa en
geles de poliacrilamida 15% (m/v). GUS-E-VHH representd aproximadamente el 3% de las
PST en las hojas maduras (70 ug/g TF), siendo este el mejor valor registrado entre las
diferentes hojas. Estas determinaciones no se corrigieron para incluir la masa de la g-

glucuronidasa, y esto implicaria una subestimacion del valor para el caso de las plantas GUS-
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E-VHH. Sin embargo, dado que el interés se centra en la produccion del anticuerpo, esta

metodologia permiti6 comparar directamente los

plantas pep-VHH.

A

masa (ug)
GUS
VHH

VHH -

masa (ug)

GUS
VHH

VHH -

masa (ug)

GUS
E-
VHH

VHH -

Figura 66. Cuantificacion de los niveles de expresion de una planta GUS-E-VHH mediante
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A) Determinacion de la acumulacion de GUS-E-VHH en las distintas hojas por densitometria

utilizando el programa Image J (NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij). Los resultados se expresan como masa de

proteina recombinante respecto de la masa de las proteinas solubles totales en el extracto (% PST), y

como microgramo de proteina recombinante obtenida por gramo de tejido fresco (ug/g TF). B) Western

blots (geles de poliacrilamida 15% [m/v]) analizados por densitometria para la cuantificacion presentada

en la parte "A".

La inmunodeteccién se realiz6 con un suero de conejo contra VHH y se utilizé como
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estandar VHH purificada producida en E. coli. Solo se tuvieron en cuenta para las determinaciones
aquellas calles en las cuales la sefial de GUS-E-VHH se encontraba dentro de la curva de calibracién
realizada con VHH purificado.

Para las plantas pep-VHH rusticadas crecidas en condiciones de luz normal y en sombra, la
acumulacion maxima se observo en la hoja mas vieja, alcanzando aproximadamente el 2% de
las PST (=50 ug/g TF) (figura 67). La proteina recombinante no superaba el 1% de las PST (=8
ug/g TF, en promedio) en las hojas maduras, y su nivel era casi indetectable en la planta

crecida con mayor exposicion de luz.

Se observaron en general mejores niveles de acumulacion en una planta pep-VHH rusticada
gue habia crecido con baja intensidad de luz, y en una que habia crecido in vitro y a la sombra
(figura 68). Se alcanzaron niveles de entre 2,5y 3% de las PST (60-90 ug/g TF) en las hojas
mas viejas, y en la planta rusticada se volvié a observar la disminucién de los niveles de VHH

en las hojas maduras con mayores signos de clorosis.
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Figura 67. Cuantificacion de los niveles de expresion por western blot en una planta pep-VHH

crecida en condiciones de luz normal y en sombra. A) Determinacion de la acumulacion de VHH en
las distintas hojas por densitometria utilizando el programa Image J (NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij). Los
resultados se expresan como masa de proteina recombinante respecto de la masa de las proteinas
solubles totales en el extracto (% PST), y como microgramo de proteina recombinante obtenida por gramo
de tejido fresco (ug/g TF). B) y C) Western blots (geles de poliacrilamida 15% [m/v]) analizados por
densitometria para la cuantificacion presentada en la parte "A", donde "B" corresponde a las mediciones
de la planta crecida en condiciones de luz normal, y "C" a la crecida en sombra. La inmunodeteccion se

realiz6 con un suero de conejo contra VHH, y se utiliz6 como estandar VHH purificada producida en E.
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Figura 68. Cuantificacion de los niveles de expresién por western blot en una planta pep-VHH

crecida con baja intensidad de luz, y en una planta in vitro crecida en sombra. A) Determinacién de
la acumulacion de VHH en las distintas hojas por densitometria utilizando el programa Image J (NIH,
http://rsbweb.nih.gov/ij). Los resultados se expresan como masa de proteina recombinante respecto de la
masa de las proteinas solubles totales en el extracto (% PST), y como microgramo de proteina
recombinante obtenida por gramo de tejido fresco (ug/g TF). B) y C) Western blots (geles de
poliacrilamida 15% [m/v]) analizados por densitometria para la cuantificacion presentada en la parte "A",

donde "B" corresponde a las mediciones de la planta rusticada crecida en una condicién de baja luz, y "C"
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a la crecida in vitro en sombra. La inmunodeteccion se realiz6 con un suero de conejo contra VHH, y se

utilizé como estandar VHH purificada producida en E. coli.

Tratamiento de la proteina de fusion GUS-E-VHH con enteroquinasa.

En un ensayo preliminar, se intentd separar el anticuerpo VHH de la proteina S-glucuronidasa
tratando la fusion GUS-E-VHH con la enzima enteroquinasa. Para este ensayo, se emplearon
extractos proteicos totales de hojas de una planta transplastomica GUS-E-VHH, que fueron
incubados con cantidades crecientes de la enzima. Se pudo observar que la proteina era
clivada por la enteroquinasa, liberando asi el anticuerpo VHH con el tamafio molecular
esperado (figura 69). Este ensayo permitié determinar que el sitio de reconocimiento por la
enzima enteroquinasa incluido en la proteina de fusion era funcional, y que el tratamiento podia

realizarse en el extracto crudo, sin necesidad de purificar la proteina.

GUS-E-VHH
M VHH WT TC 0 1 2 5 7 10

100 kDa > [e—— < GUS-E-VHH
50 kDa >
35 kDa >
25 kDa >

15kDa > - <VHH
10 kDa >

Figura 69. Tratamiento de la proteina de fusién GUS-E-VHH con enteroquinasa. Ensayo preliminar
utilizando extractos proteicos totales de hojas de una planta transplastémica GUS-E-VHH, los cuales
fueron tratados con cantidades crecientes de una solucion de enteroquinasa comercial (1, 2, 5, 7 y 10 ul).
Inmunodeteccién con un suero de conejo contra VHH. WT: extracto total de planta de tabaco wild-type;
TC: extracto total de planta GUS-E-VHH sin tratar; 0O: tratamiento mock; VHH: 10 ng de proteina VHH

purificada; M: marcadores de peso molecular, Protein Ladder (New England Biolabs).

Actualmente se esta estudiando la causa de la toxicidad observada en las plantas pep-VHH, y
determinando la funcionalidad de las proteinas recombinantes producidas por plantas GUS-E-
VHH y pep-VHH.
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Discusién
Discusion

En esta Tesis Doctoral se expresaron tres proteinas de importancia en medicina veterinaria:
dos antigenos virales (VP-SGUS y VP8*), y un nanoanticuerpo de interés para ensayos de
diagnéstico y terapias de inmunidad pasiva. A su vez, se evaluaron como estrategias para
incrementar los niveles de expresion, el redireccionamiento y la fusién de la proteina de interés
a otra de estabilidad conocida. Consistentemente con la experiencia de muchos grupos que
trabajan utilizando plantas como biorreactores, observamos que cada proteina dio lugar a
fendmenos muy particulares. Esto ilustra la incertidumbre en cuanto a los niveles de expresion
gue pueden alcanzarse para una proteina recombinante en la célula vegetal, y el desafio Unico
gue representa cada una de ellas (Bock y Warzecha, 2010; Rybicki, 2010). Tal es asi que las
estrategias que no funcionaron para incrementar los niveles de expresién de VP8*, si fueron

exitosas en parte para mejorar la acumulacién del anticuerpo VHH.

La fusion del epitope p135-160 de VP1 del virus de la fiebre aftosa a la S-glucuronidasa (VP-
BGUS) fue una de las primeras proteinas recombinantes que se lograron expresar en altos
niveles en el laboratorio. Al momento de obtenerse estos resultados, la Dra. Maria Eugenia
Segretin habia logrado obtener altos niveles de expresion para la enzima S-glucuronidasa en
hojas de plantas transplastomicas de tabaco y en hojas y tubérculos de Solanum tuberosum
transplastémicas (Segretin, 2009). Estos resultados permitieron confirmar la utilidad del vector
de transformacion plastidica pBSW-utr para desarrollar plantas transplastomicas que acumulen
proteinas recombinantes en altos niveles. Cuando se comenzé este trabajo ya existian
numerosas publicaciones en las que se mostraban ejemplos de plantas transplastémicas con
altos niveles de expresion (De Cosa y col., 2001; Tregoning y col., 2003). Sin embargo, en las
plantas transplastomicas producidas en el laboratorio para expresar distintas proteinas y
antigenos no se habian observado niveles de expresion importantes (Wirth, 2005; Morgenfeld y
col., 2009). Es por esto que los resultados obtenidos en este trabajo contribuyeron a demostrar
la utilidad del vector pPBSW-utr disefiado en nuestro laboratorio. Cabe remarcar que el vector
de transformacion plastidico pBSW-utr presenta caracteristicas que han sido identificadas en
distintos trabajos como claves para alcanzar altos niveles de expresiéon. El promotor y la region
5' no traducida del gen psbA promueve una alta tasa de transcripcion inducible por luz (Bruick y
Mayfield, 1999), y confiere estabilidad y traducibilidad a los mensajeros (Staub y Maliga, 1994).
Los sitios de recombinacion utilizados dirigen la insercion del transgén en la zona duplicada del
genoma plastidico, lo cual esta asociado con mejores niveles de expresion (Herz y col., 2005).
Otra caracteristica interesante es que el sitio Ndel utilizado para el subclonado de los genes a
ser expresados permitiria el fendbmeno de extended base pairing, ya que agrega a los ARNm
transcriptos una U en la posicién -1 respecto del AUG inicial. De este modo, el anticodén
presente en el ARNt-formilmetionina puede aparearse no soélo con las tres bases del codon
AUG, sino también con la base U anterior. El extended base pairing ha sido relacionado con
una mejora adicional de la traduccién respecto del efecto de la region 5' no traducida y el

downstream box (Esposito y col., 2001; Esposito y col., 2003).
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Los niveles de expresion de VP-SGUS se mejoraron aproximadamente 500 veces respecto de
lo alcanzado en la planta de alfalfa transgénica nuclear con mayor expresion para el mismo
antigeno (Dus Santos y col., 2002), y se conservO su inmunogenicidad. El nivel de expresion
fue 51% de las PST en una hoja madura (=8 mg/g TF), y esto no afecté el desarrollo ya que
fenotipicamente eran indistinguibles de las plantas control no transformadas. Niveles adn
mayores de expresion en plantas transplastomicas fueron correlacionados con un fenotipo de
crecimiento retardado y clorético, atribuido al agotamiento de la capacidad biosintética de las
plantas. Sin embargo, no est4 descartado que el fenotipo sea consecuencia de un efecto
deletéreo de la proteina expresada (Oey y col., 2009). Se ha demostrado posteriormente que
es posible alcanzar altos niveles de expresion sin afectar el fenotipo de las plantas
transplastémicas (Bally y col., 2009), lo cual es importante para la obtencién de biomasa

suficiente en tiempo y forma antes del proceso downstream.

La acumulacién de VP-BGUS pareceria ser aun mayor que la de la enzima g-glucuronidasa
sola. Los ensayos fluorométricos indicaron actividades enzimaticas similares en plantas VP-
BGUS y SGUS, sin embargo no se puede descartar una modificacion de la funcionalidad de la
enzima al tener fusionado a su extremo N-terminal el péptido correspondiente a VP1 de VFA.
La visualizacion directa en geles de poliacrilamida tefiidos con Coomasie Brilliant Blue mostré
en repetidas ocasiones niveles mayores de VP-GUS respecto de SGUS. Considerando que
los andlisis de northern blot mostraron que ambos transgenes se transcriben de manera similar
y que en cloroplastos la regulacién de la expresiébn ocurre principalmente a nivel post-
transcripcional (Deng y Gruissem, 1987), se podria considerar que la diferencia en los niveles
de expresion se deberia a una mejora en la traduccién, la estabilidad de la proteina, o un efecto
combinado de ambos factores. Los estudios de Giglione y colaboradores (2003) mostraron que
la secuencia aminoacidica N-terminal de las proteinas plastidicas influye en su vida media.
Recientemente, el grupo dirigido por el Dr. Bock confirmé esta hipétesis mediante un estudio
detallado y sistematico con plantas transplastémicas (Apel y col., 2010). Segun este trabajo, la
arginina siguiente a la metionina inicial de VP-BGUS podria hacer més estable a la proteina
cuando se la compara con SGUS, la cual posee una leucina en lugar de arginina. Sin embargo,
no se pueden descartar otros factores que favorezcan su acumulacion y que puedan estar
presentes en la secuencia que codifica para los 23 aminoéacidos adicionales contenidos en el
péptido p135-160 de VP1.

En trabajos realizados por distintos grupos se ha identificado una regién rio abajo del codén de
inicio en genes plastidicos que favorece de modo importante la acumulacion de proteinas
recombinantes. Esta secuencia llamada downstream box, favoreceria la traduccion de los
mensajeros (Kuroda y Maliga, 2001a,b), y su utilidad ha sido demostrada en varios estudios
(Ye y col., 2001; Herz y col., 2005). Seria interesante analizar la capacidad de este péptido
p135-160 para incrementar los niveles de expresién de otras proteinas recombinantes en
cloroplastos, de modo similar a como ha sido demostrado para secuencias identificadas como

downstream box.
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La segunda proteina expresada en este trabajo fue el antigeno VP8* de rotavirus bovino. Al
igual que la VP8* obtenida mediante expresion transitoria utilizando un vector viral (Mozgovoj y
col., 2004b), la producida en plantas transplastomicas fue inmunogénica y protectiva. A su vez,
el rendimiento de antigeno por gramo de tejido fresco fue 100 veces mayor respecto del
obtenido con el vector viral, y 80.000 veces mayor al de las plantas de alfalfa transgénicas que
expresaban VP8* (Mozgovoj, 2008). Una particularidad que presentd VP8* al ser expresada en
el estroma de plantas transplastémicas, fue la formacién de agregados insolubles que pudieron
ser parcialmente solubilizados por sonicaciéon. Esta proteina cuando es expresada en el
citoplasma de E. coli forma dimeros y cuerpos de inclusién, a partir de los cuales puede
extraerse y renaturalizarse para ser luego utilizada en ensayos de inmunizacion y desafio con
el virus (Lee y col., 1998; Bellido y col., 2009). Es conocido que los cloroplastos tienen la
capacidad de formar cuerpos de inclusién, ya sea naturalmente por el incorrecto ensamblado
de proteinas enddgenas (Ketchner y col., 1995) o artificialmente por la presencia de proteinas
recombinantes (De Cosa y col., 2001; Fernandez-San Millan y col., 2003). Actualmente se
estan realizando microscopias electrénicas para visualizar los potenciales cuerpos de inclusién

en los cloroplastos de las plantas transplastomicas VP8*.

La insolubilidad de VP8* permitié su preparacion para la inoculacién de ratones mediante un
protocolo sencillo, obteniéndose la proteina recombinante tanto en la fraccion soluble como en
la insoluble. La fraccidn insoluble final resultante de este protocolo se encontraba altamente
enriquecida en VP8*, y fue inmunogénica y protectiva en el modelo del ratén lactante al igual
qgue la fraccion soluble. Cabe resaltar que la fraccién insoluble no contenia nicotina. Las
plantas en general como biorreactores tienen la ventaja de carecer de toxinas microbianas y
animales y secuencia de ADN oncogénicas (Miele, 1997), sin embargo el tabaco tiene la
desventaja de contener alcaloides, y esto en parte fue la motivacion para la puesta a punto del
molecular farming en especies vegetales comestibles. Mediante esta simple metodologia de
extraccion a partir de tejido vegetal donde la proteina de interés se encuentra formando
agregados insolubles, se obtiene un producto libre de nicotina y probablemente también
carente de otros alcaloides. Se considera como regla general que la purificacion de proteinas
recombinantes a partir de plantas transgénicas es un paso potencialmente mas costoso en
comparacion con los sistemas clasicos de produccion utilizando microorganismos o lineas
celulares (Daniell y col., 2001; Giddings, 2001). Debido a esta razén seria interesante repetir
estos estudios para otro antigeno que forme agregados insolubles y determinar si es posible
obtenerse también en este caso una fraccién insoluble enriquecida en el mismo, libre de
nicotina y que mantenga su capacidad inmunogénica. Es importante tener en cuenta que las
plantas de tabaco modificadas genéticamente utilizadas como sistema de produccién, no
presentan el riesgo de introducirse accidentalmente en la cadena alimenticia. Por esta razon
hay un renovado interés en el uso de esta especie, como plataforma de producciéon de
proteinas recombinantes por parte de la industria (Davies, 2010).

Para el antigeno VP8*, las dos estrategias alternativas de expresion utilizadas en este trabajo
no mostraron mejoras en los niveles de expresién, de hecho, fueron contraproducentes. La

fusién de VP8* a la g-glucuronidasa aumenté tanto su solubilidad como inestabilidad, de modo
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gue la proteina de fusién solo pudo ser detectada en las hojas méas jévenes, al igual que lo
observado para VP6 del mismo virus en plantas transplastémicas (Birch-Machin y col., 2004).
La enzima g-glucuronidasa se acumula en altos niveles y es sumamente estable en el estroma,
y VP8* es también altamente estable incluso en las hojas senescentes, sin embargo se
encuentra formando agregados insolubles, siendo este tal vez el motivo de su mayor
estabilidad. La fusion a la g-glucuronidasa estaria de algin modo evitando la agregacién y
haria que VP8* sea susceptible al ataque por proteasas que se encuentran presentes en el

estroma de los cloroplastos.

El redireccionamiento de VP8* al limen de los tilacoides produjo un procesamiento no
esperado de la proteina, acumulandose una forma truncada de la misma. La sefial bipartita
utilizada para direccionamiento se procesaria correctamente segin el patron de bandas
observado en los ensayos de western blot. Sin embargo, se detectd la acumulacion de una
forma adicional de VP8* de localizaciéon lumenal, que resultaria de una actividad proteolitica
residente en este compartimento. La proteina VP8* al ser translocada al lumen de los
tilacoides se encontraria en una forma soluble y accesible a la accion de proteasas alli
presentes (Chasin y col., 2002), a diferencia de lo que ocurre en el estroma donde la formacion
de cuerpos de inclusion la protegeria de la protedlisis. Dado que el direccionamiento de VP8*
ocurre desde el estroma y no desde el citoplasma, porque en este caso la proteina es
codificada por el genoma plastidico, la primera parte de la secuencia bipartita no seria
necesaria. A pesar de esto, este primer segmento del péptido sefial en VP8* no interferiria
para la translocacion de estroma a limen de los tilacoides, y seria removido eficientemente por
la peptidasa del estroma segun los resultados obtenidos. Se ha demostrado que el péptido
sefial de la ferredoxina permite el clivaje in vivo de una proteina de fusién dentro del estroma
de Chlamydomonas reinhardtti transplastémica (Muto y col., 2009). Entonces, seria esperable
gue la primer parte de la secuencia pudiera ser procesada por la peptidasa estromal a pesar de
no haber atravesado la membrana interna del cloroplasto. En E. coli, la sefal de
direccionamiento a tilacoides de la proteina de tabaco OE23 también provocdé la acumulacion
de una forma de VP8* truncada. Esto sugeriria que la secuencia de tabaco es reconocida por

la maquinaria bacteriana de translocacién a periplasma.

El nivel de expresion de las plantas transplastomicas VP8* y su estabilidad son compatibles
con su utilizacién para la produccién masiva de este antigeno vacunal. La eventual produccion
de una vacuna para el ganado bovino requeriria una combinacion de plantas expresando VP8*
de las 3 cepas circulantes (Garaicoechea y col., 2006). Esta tarea se considera factible segun

los datos obtenidos en esta Tesis para una de esas tres variantes de VP8*.

La tercera molécula expresada fue un nanoanticuerpo de camélido (VHH) que no habia sido
expresado anteriormente en sistemas vegetales. Las plantas transplastomicas producidas que
expresan el VHH clon 3B2 en el estroma presentaron niveles casi indectables de la proteina y
el transgén mostré una gran inestabilidad, perdiéndose en las sucesivas rondas de

regeneracion y seleccion. Los resultados de los ensayos de Southern blot y northern blot
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indicaron la presencia de rearreglos en el plastoma y de transcriptos aberrantes,
respectivamente. Las sucesivas rondas de regeneracion de estas plantas llevaron a la
seleccion de eventos transplastdmicos con rearreglos en los que no ocurria sintesis de la
proteina. Las dificultades experimentadas para desarrollar las plantas transplastémicas VHH
ponen de manifiesto un efecto deletéreo de esta molécula en el estroma del cloroplasto: baja
eficiencia de transformacion, la obtencién de escapes, fenotipo y genotipo heteroplastico,

inestabilidad del transgén y pérdida del mismo en semillas.

Para el VHH utilizado en este trabajo, las dos estrategias alternativas empleadas mejoraron la
acumulacion de la proteina recombinante. La generacion de las plantas transplastémicas pep-
VHH también presenté algunas de las dificultades mencionadas anteriormente para las plantas
VHH: fenotipo y genotipo heteroplastico y pérdida del transgén en las semillas. En estas
plantas no fue posible alcanzar la homoplastia mediante sucesivas rondas de regeneracion y
seleccién en presencia de antibidtico. Sin embargo, las semillas obtenidas de algunas de estas
plantas fueron capaces de germinar en presencia del agente selector, mostrando la posibilidad
de alcanzar la homoplastia por esta via, lo cual fue confirmado por Southern blot. En Nicotiana
tabacum y numerosas especies vegetales, el genoma plastidico es de herencia materna y son
solo algunas copias del mismo las que pasan a través de un evento estocastico a la proxima
generacion (Daniell y col., 2002). Por esta razén, si las semillas obtenidas son capaces de
germinar en presencia de agente selector, es altamente probable que las plantas resultantes
sean homoplasticas. Consistentemente, en las plantas pep-VHH obtenidas a partir de semillas
germinadas en presencia de espectinomicina, la expresién de la proteina y su efecto tdxico se
pusieron de manifiesto de una forma muy clara, tanto in vitro como en las plantas rusticadas
crecidas en invernadero. En condiciones normales de iluminacion, las plantas pep-VHH
experimentaban una clorosis creciente y un retardo en el desarrollo. La acumulacion de la
proteina recombinante se veia afectada fuertemente por el estado de la hoja, siendo menor en
las hojas cloréticas posiblemente por ser degradada por proteasas al igual que el resto de las
proteinas enddgenas. En las distintas cuantificaciones realizadas, siempre se observaron los
mejores niveles de proteina recombinante en la hoja de mayor edad, indicando una gran
estabilidad de la proteina VHH en limen en los casos en que la hoja no presentara clorosis.
En este caso, el maximo nivel de expresion estaria determinado por efectos citotoxicos del
transgén y no por el costo energético adicional que implica la sintesis de la proteina heteréloga
(Davies, 2010). Los niveles de expresion (2,5% de las PST; 60 ug/g TF) y la solubilidad de
VHH alcanzada en plantas pep-VHH son compatibles con una produccién a gran escala, si las
plantas tuviesen un desarrollo normal en tierra, ya que este factor es fundamental para poder
obtener biomasa suficiente (Davies, 2005; Sheludko y col., 2007). La comparacion de la
proteina obtenida en las plantas VHH y pep-VHH indic6 el correcto procesamiento del péptido
sefial bacteriano, y el fraccionamiento subcelular confirmé la translocacién de la proteina al
limen de los tilacoides. Es posible que la eficiencia del transporte de la proteina desde el
estroma al Ilimen de los tilacoides no sea 6ptima por contener un péptido sefial heterdlogo. De
hecho, en los experimentos de fraccionamiento se observd que una subpoblaciéon de la
proteina que conservaba el péptido sefial se obtenia en la fraccion de membranas tilacoidales.

En este caso, se esperaria que en condiciones de mayor actividad biosintética -como lo seria la
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alta iluminacion-, la proteina recombinante podria acumularse en el complejo de translocacién

de la membrana tilacoidal, y/o en estroma donde provocaria un efecto toxico.

En un trabajo de Bally y colaboradores (2008) se demuestra que tanto en el estroma como en
el lumen de los tilacoides del cloroplasto se pueden formar los puentes disulfuro de una
proteina recombinante. La comparacién entre la planta VHH y pep-VHH de primeras rondas de
regeneracion in vitro, indic6 una mejor acumulacién de la proteina cuando esta era
direccionada al lumen. Podria plantearse ante este resultado que VHH puede adoptar la
conformacion correcta en el lumen por la formacion de puentes disulfuro, y que sufre alli una
menor degradaciéon. Alternativamente, su mayor acumulacion podria deberse a que en el
lumen no provocaria un efecto téxico y no se gatillaria una degradacion generalizada de
proteinas. Entonces, es dificil determinar si la mejor acumulacién de VHH en el lumen se debe
a una mayor estabilidad de la proteina, a la disminucion del efecto toxico provocado por la
misma, 0 a una combinacion de ambos factores.

La estrategia de fusionar la proteina de interés a otra con estabilidad conocida ha sido
empleada previamente con resultados alentadores. La escasa acumulacion del interferén
recombinante en el estroma de cloroplasto (0,1% de las PST) pudo ser mejorada
significativamente mediante su fusién a la pg-glucuronidasa en plantas transplastomicas,
alcanzando niveles de expresion del 6% de las PST (Lelavathi y Reddy, 2003). Un caso muy
similar fue el de la somatotropina expresada en plantas transplastomicas, en el cual se observo
una mejora de los niveles del 0,1% al 7% de las PST mediante su fusion a ubiquitina (Staub y
col., 2000). La gran estabilidad de la s-glucuronidasa en el estroma del cloroplasto nos llevé a
plantear como estrategia su fusion a otras proteinas recombinantes para incrementar niveles
de expresion en este compartimento celular. Como se mencioné anteriormente, esta estrategia
fue totalmente contraproducente para el antigeno VP8*. Sin embargo, para el anticuerpo VHH
la fusion a la enzima S-glucuronidasa permitié obtener resultados alentadores. La proteina de
fusién GUS-E-VHH se acumul6 en buenos niveles (3% de las PST; 70 ug/g TF), las plantas no
presentaron problemas de desarrollo y fue posible liberar el VHH de la proteina de fusion
mediante el tratamiento con la enzima enteroquinasa. Si la toxicidad observada en las plantas
VHH y pep-VHH se debiera al reconocimiento e inactivacion de alguna proteina de estroma por
este VHH particular, es probable que la fusion con la g-glucuronidasa evite que el VHH
reconozca a esta proteina endégena. Los nanoanticuerpos han sido utilizados para modular la
funcion de enzimas en plantas. Se ha demostrado la inhibicién de la enzima ramificadora del
almidon en el estroma del cloroplasto de papa al dirigir un VHH contra esta molécula (Jobling y
col., 2003). En el trabajo mencionado, el anticuerpo se acumulaba en el cloroplasto de plantas
de papa transgénicas en un nivel de 0,03% de las PST. Mediante otra estrategia, en el trabajo
de Magee y colaboradores (2004) se intentd expresar un VHH en el estroma de cloroplastos.
Estas plantas transplastomicas de tabaco no acumulaban el anticuerpo en niveles detectables
por ELISA, a pesar de comprobarse la transcripcién del transgén y la funcionalidad de los ARN
mensajeros sintetizados. En un trabajo reciente se evalu6 la produccion de un VHH mediante
expresiéon transitoria en Nicotiana benthaminana utilizando un vector viral. Las distintas

versiones del vector viral permitian, mediante el uso de sefiales de direccionamiento
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adecuadas, la acumulacién del VHH en citoplasma, apoplasto y cloroplasto (Teh y Kavanagh,
2009). Se observd una diferencia dramatica en los niveles de expresion segin el
compartimiento subcelular elegido. En citoplasma y en estroma del cloroplasto la molécula era
practicamente indetectable, mientras que cuando se dirigia al apoplasto lograron niveles de
30% de las PST. Los resultados presentados en este trabajo y los publicados muestran que
todavia se necesitan mayores estudios para estandarizar la produccion de VHHs en plantas, y
aparentemente el estroma no seria un ambiente ideal para su expresion. La estrategia usada
para mejorar la expresion de VHHs en citoplasma de E. coli que consiste en coexpresar una

chaperona (Olichon y Surrey, 2007) podria ayudar a mejorar su expresién en estroma.

A fin de determinar si el efecto nocivo en las plantas se debe al clon VHH 3B2 o es general de
los VHHSs, se estan desarrollando plantas transplastémicas que expresen otro hanoanticuerpo
dirigido contra un antigeno no relacionado. A su vez, se estan generando otras plantas que
redireccionen el VHH 3B2 al lumen de los tilacoides mediante un péptido sefial endégeno. La
mejora en la eficiencia de la translocacién podria evitar su acumulacién en estroma y la
toxicidad observada. La informacion que estas nuevas plantas transplastomicas brindaran sera
de suma importancia y asi poder concluir sobre la factibilidad de su uso para la expresion de
estas moléculas. Se estan realizando ensayos a pequefia escala de purificacion de las
proteinas recombinantes a partir de plantas pep-VHH y GUS-E-VHH con resinas de niquel,
para posteriormente comprobar su funcionalidad: confirmar el reconocimiento de VP6 de RVB y

la eventual inactivaciéon del virus.

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral junto a los numerosos trabajos en el tema,
aportan evidencias que promueven el uso y optimizacion de las plantas transplastomicas como

biorreactores, para llegar a ser alternativas rentables y concretas de uso en la industria.

Lic. Ezequiel Matias Lentz

Dr. Fernando Félix Bravo-Almonacid Dr. Andrés Wigdorovitz

Director Director asistente
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Materiales y métodos

Cepas bacterianas.

Se utilizo la cepa DH10B de Escherichia coli. Los cultivos liquidos crecieron a 37 °C en medio
LB (peptona de caseina o triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, y NaCl 10 g/L) con
agitacion a 220 r.p.m. Los cultivos en medio sélido se crecieron en placas de Petri a 37 °C en
medio LB adicionado con 1,6% (m/v) de agar. El medio se suplementd con antibidticos de
acuerdo a la resistencia otorgada por cada plasmido y en las siguientes concentraciones:

ampicilina 100 mg/L, kanamicina 50 mg/L, espectinomicina 100 mg/L.

Preparacion de células electrocompetentes de E. coli.

A partir de una colonia aislada se crecié un cultivo de 10 ml toda la noche. Se realizé una
dilucién 1:100 del cultivo, y se continué la incubacion en un volimen de 300 ml hasta alcanzar
una densidad éptica medida a 600 nm que estuviera entre 0,5y 1. Se enfri6 el cultivo en hielo
30 min, y se centrifugd a 4.000 g 15 min. Se elimino el sobrenadante y el pellet se resuspendio
en 1L de agua (0 °C). Se repitid la centrifugacién y resuspensién utilizando 500 ml de agua (0
°C) y los lavados se repitieron resuspendiendo luego en 20 ml de glicerol 10% (v/v) (0 °C) y
finalmente en 2 ml de glicerol 10% (v/v) (0 °C). La preparacion fue alicuotada y mantenida a -

70 °C hasta su utilizacion.

Transformacion de células competentes de  E. coli por electroporacion.

Se agreg6 1 ul de la preparacién de ADN a 50 ul de células electrocompetentes, se incubé 5
min en hielo, y se transfirié la mezcla a una cubeta de electroporacion de 0,2 mm. Se utilizé el
programa Ec2 del electroporador Micropulser (BIO-RAD), y luego del pulso eléctrico se agreg6
inmediatamente 1 ml de medio LB a la cubeta, y se trasvasé el volimen a un microtubo de 1,7
ml. Las células se incubaron 1 h a 37 °C, y luego se plagueé una alicuota de 100 ul en medio
LB sélido con antibidtico. Las colonias fueron visualizadas luego de la incubacion de las placas

durante toda la noche a 37 °C.

Lineas de plantas.

Nicotiana tabacum cv. Petit Havana: Linea usada para la generacion de plantas

transplastémicas.

BGUS: Planta transplastomica de tabaco transformada con el gen uidA (Segretin, 2009).

NU: Planta transgénica nuclear de tabaco transformada con el gen uidA (Segretin, 2009).
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T1A: Planta de alfalfa transgénica nuclear transformada con el gen codificante para VP-SGUS,
bajo el promotor CaMV35S (Dus Santos y col., 2002).

T1B14: Planta de alfalfa transgénica nuclear transformada con el gen codificante para VP-
BGUS, bajo el promotor CVMV. Linea generada por la Dra. Dus Santos (Instituto de Virologia,
INTA Castelar).

Aislamientos virales.

El virus de la fiebre aftosa utilizado en los estudios, provino del aislamiento O1Campos
(Zamorano y col., 1995), producido en el laboratorio del Dr. Andrés Wigdorovitz (Instituto de
Virologia, INTA-Castelar).

El rotavirus bovino utilizado fue preparado por la Dra. Marina Mozgovoj (Instituto de Virologia,
INTA-Castelar), y corresponde a la cepa C486 G6P[1].

Plasmidos.
pZErO-2 (Invitrogen): Vector para clonado de productos de PCR con extremos romos.

pBI221 VP-BGUS: Construccién utilizada para obtener la secuencia de la fusion VP-GUS (Dus
Santos y col., 2002).

pBSW-utr/hEGF: Construccion utilizada como control negativo en ensayos de actividad (-
glucuronidasa, conteniendo la secuencia del factor de crecimiento epidérmico humano, hEGF
(Wirth y col., 2006).

pBSW-utr: Vector de transformacion de cloroplastos (Wirth y col., 2006).

pBSW-utr/fGUS: Vector de transformacion de cloroplastos, conteniendo la secuencia del gen
uidA (Segretin, 2009).

pGEM/VP8*: Construccion utilizada para obtener la secuencia de VP8* de rotavirus bovino
C486 (Mozgovoj y col., 2004b).

pHENG6/VHH: Construccion utilizada para obtener la secuencia de VHH clon 3B2 contra VP6 de
rotavirus bovino C486 (Garaicoechea y col., 2008). EI vector pHEN6 es un derivado del
pHENL, y contiene el péptido de direccionamiento a periplasma de la proteina pectato liasa B
de Erwinia carotovora (Better y col., 1988; Hoogenboom y col., 1991; Ghahroudi y col., 1997;
Conrath y col., 2001).
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Materiales y métodos

VP-BGUS: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de VP-SGUS. Esta quimera consiste en el

epitope contenido en los aminoacidos 135-160 de VP1 del virus de la fiebre aftosa, fusionados

al extremo N-terminal de la enzima bacteriana g-glucuronidasa. Se muestran subrayados en la

secuencia nucleotidica los sitios Ndel (CATATG) y Xbal (TCTAGA), utilizados para el

subclonado y los codones de iniciacién y fin de la traduccién (en negrita).

Se indica en la

secuencia aminoacidica los residuos correspondientes al péptido p135-160 (sombreado).

0001
0001
0073
0024
0145
0048
0217
0072
0289
0096
0361
0144
0433
0168
0505
0192
0577
0185
0649
0216
0721
0240
0793
0264
0865
0288
0937
0312
1009
0336
1081
0360
1153
0384
1225
0408
1297
0432
1369
0456
1441
0480
1513
0504
1585
0528
1657
0552
1729
0576
1801
0600
1873
0624

CATATGAGATAC TCAAGAAACGCT

M RY S RNA
AGAACTCTTCCT GGATCCCCGGGT
RTLP GS PG
AAAAAACTCGAC GGCCTGTGGGCA
K KL D GL WA
AGCGCGTTACAA GAAAGCCGGGCA
S ALQ ESTR RA
CGTAATTATGCG GGCAACGTCTGG
R NYA GNV W
GTGCTGOGTTTC GATGCGGTCACT
VL RF DAVT
GGCGGCTATACG CCATTTGAAGCC
G GYT PFEA
TGTGTGAACAAC GAACTGAACTGG
C VNN EL NW
AAGCAGTCTTAC TTCCATGATTTC
K Q SY F HTDF
AACACCTGGGTG GACGATATCACC
NTWV DDI T
CAGGTGGTGGCC AATGGTGATGTC
QVVA NGTDV
GGCACTAGCGGG ACTTTGCAAGTG
G TSG T L QV
TGOGTCACAGCC AAAAGCCAGACA
CVTA KSOQT
AAGGGCGAACAG TTCCTGATTAAC
K GEQ F L I N
TTGCGTGGCAAA GGATTCGATAAC
L RGIK GF DN
TCCTACCGTACC TCGCATTACCCT
S YRT S HYP
ATTGATGAAACT GCTGCTGTCGGC
| DET A AV G
GAACTGTACAGC GAAGAGGCAGTC
ELYS EEAV
GOGCGTGACAAA AACCACCCAAGC
A RDIK NHTP S
GCACGGGAATAT TTCGCGCCACTG
A REY FAPL
AATGTAATGTTC TGCGACGCTCAC
NV MF CODA H
TACGGATGGTAT GTCCAAAGCGGC
Y GWY V QS G
CAGGAGAAACTG CATCAGCCGATT
QE KL HOQFP. I
TACACCGACATG TGGAGTGAAGAG
Y TDM WS E E
AGCGCCGTCGTC GGTGAACAGGTA
S AVV GEQV
GGTAACAAGAAA GGGATCTTCACT
G NKZK GI FT
ACTGGCATGAAC TTCGGTGAAAAA
T GMN F G E K

GITCCTAACGTT

TTCAGTCTGGAT
F S L D
ATTGCTGTGCCA
| AV P
TATCAGCGCGAA
Y QR E
CATTACGGCAAA
HY G K
GATGTCACGCCG
DV TP
CAGACTATCCCG
QT I P
TTTAACTATGCC
FNY A
GTGGTGACGCAT
V V T H
AGCGTTGAACTG
S V E L
GTGAATCCGCAC
V N P H
GAGTGTGATATC
E C D |
CACAAACCGTTC

AGAGGAGATCTT
R G D L
ATGTTACGTCCT
ML RP
CGCGAAAACTGT
R E N C
GGCAGTTTTAAC
G S F N
GTCTTTATACCG
V F I P
GTGTGGGTCAAT
V WV N
TATGTTATTGCC
Y VI A
COGGGAATGGTG
P G MV
GGAATCCATCGC
Gl HR
GTCGOGCAAGAC
V A QD
CGTGATGCGGAT
R DA D
CTCTGGCAACCG
L WQ P
TACCCGCTTCGC
Y P L R
TACTTTACTGGC

HKPF Y FTG
GTGCTGATGGTG CACGACCACGCA
VL MV HDHA
TACGCTGAAGAG ATGCTCGACTGG
Y AEE ML D W
TTTAACCTCTCT TTAGGCATTGGT
FNLS L GI1 G
AACGGGGAAACT CAGCAAGCGCAC
NGET QQAH
GTGGTGATGTGG AGTATTGCCAAC
V V7MW SI1 AN
GOGGAAGCAACG CGTAAACTCGAC
AEAT RKTLD
ACCGATACCATC AGCGATCTCTTT
TDTI S DLF
GATTTGGAAACG GCAGAGAAGGTA
DLET AEKV
ATCATCACCGAA TACGGCGTGGAT
Il I T E Y GV D
TATCAGTGTGCA TGGCTGGATATG
Y QCA WL DM
TGGAATTTCGCC GATTTTGCGACC
WNFA DFAT

CAGGTTCTTGCT
Q VL A
GTAGAAACCCCA
V ET P
GGAATTGATCAG
G I D Q
GATCAGTTCGCC
D Q F A
AAAGGTTGGGCA
K G W A

ATTACCGACGAA
| T D E
AGCGTAATGCTC
S VML
TGTAACCACGCG
C N H A
CAACAGGTGGTT
Q Q V.V
GGTGAAGGTTAT
G E G Y
GTCGGCATCOGG
V G I R
TTTGGTCGTCAT
F G R H
TTAATGGACTGG
L M D W
GCAGATGAACAT
A D E H
TTCGAAGOGGRC
F EAG
TTACAGGCGATT
L Q A I
GAACCGGATACC
E P DT
CCGACGOGTCOG
P TRP
GATGTGCTGTGC
DV L C
CTGGAAAAAGAA
L E K E
ACGTTAGCCGGG
T L AG
TATCACCGCGTC
Y HR V
TOGCAAGGCATA
S Q G I

CAAAAGGTTGCT
Q KV A
ACCCGTGAAATC
T R E |
CGTTGGTGGGAA
R WWE
GATGCAGATATT
D AD I
GGCCAGCGTATC

TACACCACGCCG
Y T TP
TCTGTTGACTGG
S VD W
GCAACTGGACAA
AT G Q
CTCTATGAACTG
L Y E L
TCAGTGGCAGTG
SV AV
GAAGATGOGGAC
E DA D
ATTGGGGCCAAC
I G A N
GGCATCGTGGTG
G I V V
AACAAGCCGAAA

L L AW
CTGCACTCAATG
L HS M
TTTGATCGCGTC
F DRV
TTGCGCGTTGEC
L RV G

CGCGACCGCAAA CCGAAGTCGECG GCTTTTCTGCTG CAAAAACGCTGG

R D R K P K S A
CCGCAGCAGGGA GGCAAACAATGA

PQQG G K Q *

A F L L
ATCTAGA

Q K R W
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VP8*: Secuencia nucleotidica y aminoacidica del antigeno de rotavirus bovino VP8*.

Se

indican los sitios Ndel y Xbal (CATATG y TCTAGA, respectivamente, subrayados) utilizados

para el subclonado y los codones de iniciacién y fin de la traduccion (en negrita).

0001
0001
0073
0024
0145
0048
0217
0072
0289
0096
0361
0120
0433
0144
0505
0168
0577
0192
0649
0216
0721
0240

str-VP8*: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de str-VP8*.

CATATGGCTTCA CTCATTTATAGA CAGITGCTTACT AATTCATACACA GTAGAACTTTCA GATGAAATCCAA

MAS LI YR QL L T NS Y T V EL S D E I Q
GAAATTGGATCG ACTAAGACTCAA AACGTTACCGIT AATCCAGGACCG TTCGCGCAAACA AATTACGCTTCA
EIl GS TKTQ NVTV NPGP FAOQT N Y A S
GITAATTGGGGA CCTGGTGAAACG AATGACTCAACT ACAGTTGAACCA GIGCTTGATGGA CCATATCAACCA
V NWG P GE T N DST TV EP VL DG P Y QP
ACGACTTTTAAT CCACCTGTAAGT TATTGGATGITG TTAGCACCAACG AACGCGGGGGTG GTAGCTGAAGGT
T T FN PPV S Y WML L AP T N A GV V A EG
ACGAACAATACA AACAGATGGTTA GCGACAATATTA ATTGAACCAAAT GTACAGCAAGIT GAGCGAACATAT
T N N T N R WL A T I L I EP N V Q QV ERTY

ACATTATTTGGG CAACAAGTTCAA GTAACAGTATCA AATGATTCACAG ACAAAGTGGAAG TTTGTGGATCTA

TLFG QQVQ VTVS NDSOQ TIKWK F VDL
AGTAAGCAGACA CAAGATGGTAAT TATTCACAACAC GGTCCTCTACTG TCAACACCGAAA CTGTATGGAGTG
S KQT QDGN YSQH GPLL STPK L YGV
ATGAAACATGGA GGTAAAATTTAC ACTTATAATGGA GAGACACCGAAC GCAACTACTGGT TACTACTCTACA
MKHG GKI Y TYNGETPNATTG Y VY ST
ACTAACTTTGAC ACTGTAAACATG ACAGCATATTGT GATTTTTATATA ATTCCATTAGCA CAAGAAGCAAAA
TNFD TVNMTAYCDFYIl I PLA QEAK

TGCACTGAATAC ATAAATAATGGA TTACCACCAATA CAAAATACGAGA AATATCGTACCA GITTCGATAGTA
C T EY | NNG L P P I QNTR NI VP VS| V
TCAAGGAATATT GTATATACAAGA TAATCTAGA
S R N | v Y T R *

Esta construccién contiene la

secuencia que codifica el péptido sefal de translocacion al lumen de los tilacoides de la

proteina OE23 de N. tabacum (clonada por el Lic. Mauro Morgenfeld como parte de su Tesis

Doctoral), fusionada a la secuencia completa de VP8*. Se resalta la sefial bipartita de OE23

(sombreado), el motivo TAT (Twin-Arginine-Translocation) definido por dos argininas contiguas

(Jarvis y Robinson, 2004), y el sitio ADA de corte por la peptidasa tilacoidal (von Heijne y col.

1989). Los codones de iniciacion y fin de la traduccién se indican en negrita.

0001
0001
0073
0025
0145
0049
0217
0073
0289
0097
0361
0121
0433
0145
0505
0169
0577
0193
0649
0217
0721
0241
0793
0265
0865
0289
0937
0313

ATGCCTTCAACA CAATGITTCTTG

M A ST QCF L
TCATCACAGAGG TACGTTTCATCC
S S QR Y V S S
CAAGAAGATGAT GGCAACAGCGTC
Q E DD GN SV
GITGGTTCCAAA GTTTCCCCTGCA
V G S K V S P A
TACACAGTAGAA CTTTCAGATGAA
Y T VE L S D E

GGACCGTTCGOG CAAACAAATTAC
GPFA QTNY
GAACCAGTGCTT GATGGACCATAT
EPVL DGFP Y
CCAACGAACGOG GGGGTGGTAGCT
P TNA GV VA
CCAAATGTACAG CAAGTTGAGCGA
PNV Q QV ER
TCACAGACAAAG TGGAAGTTTGTG
S QT K WK F V
CTACTGTCAACA CCGAAACTGTAT
LLST PKTLY
CCGAACGCAACT ACTGGTTACTAC
P NAT T GY Y
TATATAATTCCA TTAGCACAAGAA
Y1 I P L AQE

CACCAACATGCA
H Q H A
CTTAAGCCTAAC
L K P N
GCCGTCTCTCGA
AV S R
GATGCTCATATG
D AHM
ATCCAAGAAATT
| Q E |
GCTTCAGTTAAT
A'S V N
CAACCAACGACT
QP T T
GAAGGTACGAAC
E G T N
ACATATACATTA
T Y T L
GATCTAAGTAAG
DL S K
GGAGTGATGAAA
G V M K
TCTACAACTAAC
S T TN
GCAAAATGCACT
A K CT

CTTTCTAGCTCT
L S S s
CAACTGGTTTGC
QL V C
CGATTGGCTCTC
R L A L
GCTTCACTCATT
A S L I
GGATCGACTAAG
G S T K
TGGGGACCTGGT
WG P G
TTTAATCCACCT
F NP P
AATACAAACAGA
N T N R
TTTGGGCAACAA
F G Q Q
CAGACACAAGAT
QT QD
CATGGAGGTAAA
H G G K
TTTGACACTGTA
F DTV
GAATACATAAAT
E Y I N

ACGAGAAATATC GTACCAGITTCG ATAGTATCAAGG AATATTGTATAT

T R N | V P V S

I V. § R

N I VY

GCAGCTAGAACA ACATCCTCAGTG

A ART T S SV
CGTGCCCAAAAA CAGTCCTCGGCT
R A QK QS S A
ACTGTCCTCATT GGTGCTGCTGCC
TVLI GAAA
TATAGACAGTTG CTTACTAATTCA
YRQL L TN S
ACTCAAAACGTT ACCGTTAATCCA
TQNV T VNFP

GAAACGAATGAC TCAACTACAGTT
E T ND S T TV
GTAAGTTATTGG ATGITGITAGCA
vV S Y W ML L A
TGGTTAGCGACA ATATTAATTGAA

WL AT I L I E
GITCAAGTAACA GTATCAAATGAT
vV Q VT V S N D
GGTAATTATTCA CAACACGGTCCT
G N Y S H G P
ATTTACACTTAT AATGGAGAGACA
Il Y T Y NGET

AACATGACAGCA TATTGTGATTTT
N MTA Y CD F
AATGGATTACCA CCAATACAAAAT
N GL P P I QN
ACAAGATAA
T R *
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GUS-E-VP8*: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de GUS-E-VP8*. Esta fusion consiste en

las secuencias de la enzima bacteriana pg-glucuronidasa (GUS), el sitio de corte para

enteroquinasa (E), y el antigeno VP8*.

Subrayados se indican los sitios Ndel (CATATG),

Hindlll (AAGCTT) y Xbal (TCTAGA), utilizados para el subclonado y los codones de iniciacién y

fin de la traduccion en negrita. La secuencia de corte reconocida por la enteroquinasa se

encuentra sombreada.

0001
0001
0073
0024
0145
0048
0217
0072
0289
0096
0361
0120
0433
0144
0505
0168
0577
0192
0649
0216
0721
0240
0793
0264
0865
0288
0937
0312
1009
0336
1081
0360
1153
0384
1225
0408
1297
0432
1369
0456
1441
0480
1513
0504
1585
0528
1657
0552
1729
0576
1801
0600
1873
0624
1945
0648
2017
0672
2089
0696
2161
0720
2233
0744
2305
0768

CATATGTTACGT

M L R
GATCGCGAAAAC
D R E N
CCAGGCAGTTTT
P G S F
GAAGTCTTTATA
E V F |
AAAGTGTGGGTC
K V W V
CCGTATGTTATT
P Y V I
COGCCGGGAATG
PP G M
GCCGGAATCCAT
A G 1 H
CATGTCGCGCAA
HV AQ
CTGCGTGATGCG
L R DA
CACCTCTGGCAA
HL WQ
ATCTACCCGCTT
I Y P L
TTCTACTTTACT
FYFT
GTGCACGACCAC
V H D H
GAGATGCTCGAC
E ML D
TCTTTAGGCATT
S L G I
ACTCAGCAAGCG
T QQ A
TGGAGTATTGCC
WS | A
ACGCGTAAACTC
T R K L
ATCAGCGATCTC
I S D L
ACGGCAGAGAAG
T A E K
GAATACGGCGTG
E Y G V
GCATGGCTGGAT
A WL D
GCCGATTTTGOG
A DF A
AAACCGAAGTCG
K P K S
GGAGGCAAACAA
G G K O
TACACAGTAGAA
Y T V E
GGACCGTTCGCG
G P F A
GAACCAGTGCTT
E P V L
CCAACGAACGCG
P T N A
CCAAATGTACAG
P NV Q
TCACAGACAAAG
S QT K
CTACTGTCAACA
L L ST

CCTGTAGAAACC
PV ET
TGTGGAATTGAT
C GI D
AACGATCAGTTC
N DQF
COGAAAGGTTGG
P K G W
AATAATCAGGAA
N N Q E
GCCGGGAAAAGT
A G K S
GTGATTACCGAC
VI TD
CGCAGCGTAATG
RS V M
GACTGTAACCAC
D C N H
GATCAACAGGTG
D Q Q V
CCGGGTGAAGGT
P G E G
CGCGTCGGCATC
RV G |
GGCTTTGGTCGT
G F G R
GCATTAATGGAC
AL MD
TGGGCAGATGAA
WA D E
GGTTTCGAAGCG
G F E A
CACTTACAGGCG
HL QA
AACGAACCGGAT
N E P D
GACCCGACGCGT
D P TR
TTTGATGTGCTG
F DV L
GTACTGGAAAAA
V L E K
GATACGTTAGCC
DT L A
ATGTATCACCGC
M Y H R
ACCTCGCAAGGC
T S QG
GOGGCTTTTCTG
A A F L
GCTTTAGACGAT
AL DD
CTTTCAGATGAA
L S DE
CAAACAAATTAC
QT N Y
GATGGACCATAT
D G P Y
GGGGTGGTAGCT
GV V A
CAAGTTGAGCGA
Q V ER
TGGAAGTTTGTG
WK F V
COGAAACTGTAT
P K L Y

CCAACCCGTGAA
P TRE
CAGCGTTGGTGG
Q R WW
GOCGATGCAGAT
A DAD
GCAGGCCAGCGT
A G QR
GTGATGGAGCAT
V M E H
GTACGTATCACC
V R I T
GAAAACGGCAAG
E N G K
CTCTACACCACG
LY TT
GOGTCTGTTGAC
A S V D
GTTGCAACTGGA
V AT G
TATCTCTATGAA
Y L Y E
CGGTCAGTGGCA
RS V A
CATGAAGATGCG
H EDA
TGGATTGGGGCC
Wil G A
CATGGCATCGTG
H G 1 V
GGCAACAAGCCG
G N K P
ATTAAAGAGCTG
| K E L
ACCCGTCCGCAA
TR P Q
CCGATCACCTGC
PI1 T C
TGCCTGAACCGT
CL NR
GAACTTCTGGCC
E L L A
GGGCTGCACTCA
G L H S
GTCTTTGATCGC
V F D R
ATATTGOGOGTT
I L R V

| Q E |
GCTTCAGTTAAT
A S V N
CAACCAACGACT
QP T T
GAAGGTACGAAC
E G T N
ACATATACATTA
T Y T L
GATCTAAGTAAG
DL S K
GGAGTGATGAAA
G V M K

ATCAAAAAACTC
Il K K L
GAAAGCGOGTTA
E S A L
ATTCGTAATTAT
I R N Y
ATCGTGCTGCGT
I V L R
CAGGGOGGCTAT
Q G G Y
GTTTGTGTGAAC
V C V N
AAAAAGCAGTCT
K K Q S
CCGAACACCTGG
P N T W
TGGCAGGTGGTG
WQ V V
CAAGGCACTAGC
Q G T S
CTGTGOGTCACA
L CVT
GTGAAGGGCGAA
V K G E
GACTTGOGTGEC
DL R G
AACTCCTACCGT
N S Y R
GTGATTGATGAA
VI DE
AAAGAACTGTAC
K E L Y
ATAGCGCGTGAC
| A R D
GGTGCACGGGAA
G AR E
GTCAATGTAATG
V N V M
TATTACGGATGG
Y Y G W
TGGCAGGAGAAA
W Q E K
ATGTACACCGAC
MY T D
GTCAGCGCCGTC
V S AV
GGCGGTAACAAG
G G N K
TGGACTGGCATG
WT G M
GCTTCACTCATT
A S L |
GGATCGACTAAG
G S T K
TGGGGACCTGGT
WG P G
TTTAATCCACCT
F NP P
AATACAAACAGA
N T N R
TTTGGGCAACAA
F G Q Q
CAGACACAAGAT
QT QD
CATGGAGGTAAA
H G G K

GACGGCCTGTGG
D G L W
CAAGAAAGCCGG
Q E SR
GCGGGCAACGTC
A G N V
TTCGATGOGGTC
F DA V
ACGCCATTTGAA
TP F E
AACGAACTGAAC
N E L N
TACTTCCATGAT
Y F HD
GTGGACGATATC
V D D |
GCCAATGGTGAT
AN G D
GGGACTTTGCAA
G TL Q
GCCAAAAGCCAG
A K S Q
CAGTTCCTGATT
Q F L I
AAAGGATTCGAT
K G F D
ACCTCGCATTAC
T S HY
ACTGCTGCTGTC
T A AV
AGCGAAGAGGCA
S E E A
AAAAACCACCCA
K N H P

V G E Q
AAAGGGATCTTC
K G I F
AACTTCGGTGAA
N F G E
TATAGACAGTTG
Y R QL
ACTCAAAACGTT
T Q N V
GAAACGAATGAC
E T N D
GTAAGTTATTGG
V S Y W
TGGTTAGCGACA
WL AT
GTTCAAGTAACA
V Q V T
GGTAATTATTCA
G N Y S
ATTTACACTTAT
Y T Y

GCATTCAGTCTG
A F S L
GCAATTGCTGTG
Al AV
TGGTATCAGCGC
WY QR
ACTCATTACGGC
THY G
GOCGATGTCACG
A DV T
TGGCAGACTATC
WQ T |
TTCTTTAACTAT
F F N Y
ACCGTGGTGACG
TV V T
GTCAGCGTTGAA
V S V E
GTGGTGAATCCG
V V N P
ACAGAGTGTGAT
T EC D
AACCACAAACCG
N HKP
AACGTGCTGATG
N VL M
CCTTACGCTGAA
P Y A E
GGCTTTAACCTC
G F N L
GTCAACGGGGAA
V N G E
AGCGTGGTGATG
S V.V M
CTGGCGGAAGCA
L AE A
CACACCGATACC
HTDT
GGCGATTTGGAA
G DL E
ATTATCATCACC
T . §
GAGTATCAGTGT
E Y QC
GTATGGAATTTC
V W N F
ACTCGCGACCGC
T R DR
AAACCGCAGCAG
K P Q Q
CTTACTAATTCA
L T NS
ACCGTTAATCCA
TV NP
TCAACTACAGTT
S T T V
ATGTTGTTAGCA
ML L A
ATATTAATTGAA
I L | E
GTATCAAATGAT
V S N D
CAACACGGTCCT
Q HGP
AATGGAGAGACA
N GE T
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2377
0792
2449
0816
2521
0840

Materiales y métodos

CCGAACGCAACT ACTGGTTACTAC TCTACAACTAAC TTTGACACTGTA AACATGACAGCA TATTGTGATTTT
P NAT T GYY STTN FDTV NMTA Y CDF
TATATAATTCCA TTAGCACAAGAA GCAAAATGCACT GAATACATAAAT AATGGATTACCA CCAATACAAAAT

Yy I I P L AQE AKOCT EYI N NGLUP P 1 QN
ACGAGAAATATC GTACCAGITTCG ATAGTATCAAGG AATATTGTATAT ACAAGATAATCT AGA
T R N | v PV S I VSR NI VY TR®*

VHH: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de VHH clon 3B2. Se indican los sitios Ndel y

Xbal (CATATG y TCTAGA, respectivamente, subrayados) utilizados para el subclonado y los

codones de iniciacion y fin de la traduccién (en negrita).

0001
0001
0073
0024
0145
0048
0217
0072
0289
0096
0361
0120

CATATGGCTGAT GIGCAGCTGCAG GCGTCTGGGEGEGA GGTTTGECGCAG GCTGGEGGACTCT CTGACACTCTCC
MAD VOQLQ ASGG GLAQ A GDS L TL S
TGTGCAGCCTCT GGACGCACCTTC AGTGGTTATGIC GTGGGCTGGTTC CGCCAGGCTCCA GGGGCGGAGCGT
CAAS GRTZF S GYV V GWEF R Q AP G AER
GAGITTGTAGGA GCTATTAGATGG TCAGAAGATAGC ACATGGTATGGA GACTCCATGAAG GGCCGAATTCTC
EFV G AI RW SEDS TWYG DSMK GRI L
ATCTCCAGAAAC AATATCAAGAAC ACGGTGAATCTG CAAATGTTCAAT CTAAAACCTGAA GACACGGCCGTG
I S R N NI KN TV NIL Q MFN L KPE DT AV
TACGTCTGTGCA GCAGGEECCGEG GATATAGTGACT ACTGAGACTTCT TATAATTACTGG GGCCGGGGGACC
Y VCA AGAG DI VT TETS Y NYW GRGT
CAGGTCACCGTC TCCTCACGCGGEC CGCCACCACCAT CACCATCACTAA TAGICTAGA
QVT TV SSRGRHMHMH HHH*

pep-VHH: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de VHH clon 3B2 precedida por el péptido

bacteriano de direccionamiento a periplasma de la proteina pectato liasa B (sombreada)
(Better y col., 1988). Subrayados se indican los sitios Ndel (CATATG) y Xbal (TCTAGA), y los

codones de iniciacién y fin de la traduccion en negrita. También se resalta el codon ATG que

codifica la metionina inicial de la VHH (en negrita y subrayado).

0001
0001
0073
0024
0145
0048
0217
0072
0289
0096
0361
0120
0433
0144

CATATGAAATAC CTATTGCCTACG GCAGCCGCTGGA TTGITATTACTC GCGGCCCAGCCG GCCATGGCTGAT
MKY L LPT AAA GLLLL AAQP A MATD
GIGCAGCTGCAG GCGTCTGGGEEGA GGTTTGECGCAG GCTGGEGEGACTCT CTGACACTCTCC TGTGCAGCCTCT
vV QL Q ASGG GLAQ AGDS L TL S CAAS
GGACGCACCTTC AGIGGTTATGIC GIGGGCTGGITC CGCCAGGCTCCA GGGGCGGAGCGT GAGTTTGTAGGA
GRTZF S GYV V GWEF R Q AP GAEWR EF VG
GCTATTAGATGG TCAGAAGATAGC ACATGGTATGGA GACTCCATGAAG GGCCGAATTCTC ATCTCCAGAAAC
Al RW SEDS TWYG DS MK GRI L IS R N
AATATCAAGAAC ACGGTGAATCTG CAAATGTTCAAT CTAAAACCTGAA GACACGGCCGTG TACGTCTGIGCA
N1 KN TV NL QMFN L KPE DTAV Y V CA
GCAGGGEECCEEG GATATAGIGACT ACTGAGACTTCT TATAATTACTGG GGCCGGEGEGEGACC CAGGTCACCGTC
AAGAG DI VT TETS YNYW GRGT QVTYV
TCCTCACGCGEC CGCCACCACCAT CACCATCACTAA TAGICTAGA
S S RG RHMHH HHH*

GUS-E-VHH: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de GUS-E-VHH. Esta fusién consiste en

las secuencias de la enzima bacteriana pg-glucuronidasa (GUS), el sitio de corte para

enteroquinasa (E), y el anticuerpo de simple cadena VHH clon 3B2. Subrayados se indican los
sitios Ndel (CATATG), Hindlll (AAGCTT) y Xbal (TCTAGA) utilizados para el subclonado y los

codones de iniciacion y fin de la traduccion (en negrita). La secuencia de corte reconocida por

la enteroquinasa se encuentra sombreada.

0001
0001
0073
0024
0145
0048
0217
0072
0289
0096

CATATGITACGT CCTGTAGAAACC CCAACCCGTGAA ATCAAAAAACTC GACGGCCTGIGG GCATTCAGICTG

ML R PV ET P T R E | K K L D GL W AF S L
GATCGCGAAAAC TGTGGAATTGAT CAGCGTTGGTGG GAAAGCGCGITA CAAGAAAGCCGG GCAATTGCTGTG
DREN CGI D QRWW E S AL QE SR AIl AV
CCAGGCAGITTT AACGATCAGITC GCCGATGCAGAT ATTCGTAATTAT GCGGGCAACGTC TGGTATCAGCGC
P G S F NDQQF ADAD I RNY AGNV WY QR
GAAGTCTTTATA CCGAAAGGTTGG GCAGGCCAGCGT ATCGTGCTGCGT TTCGATGCGGTC ACTCATTACGGC
E V F | P K GW AGQQR I V1L R FDAV THYG

AAAGTGTGGGTC AATAATCAGGAA GTGATGGAGCAT CAGGGCGGCTAT ACGCCATTTGAA GCCGATGTCACG
K vwyv NNOQOQE VMEMH QG GY TPFE ADVT
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0361
0120
0433
0144
0505
0168
0577
0192
0649
0216
0721
0240
0793
0264
0865
0288
0937
0312
1009
0336
1081
0360
1153
0384
1225
0408
1297
0432
1369
0456
1441
0480
1513
0504
1585
0528
1657
0552
1729
0576
1801
0600
1873
0624
1945
0648
2017
0672
2089
0720
2161
0744
2233
0768

CCGTATGTTATT
P Y V I
COGCCGGGAATG
PP G M
GCCGGAATCCAT
A G I H
CATGTCGCGCAA
HV AQ
CTGCGTGATGCG
L R DA
CACCTCTGGCAA
HL WQ
ATCTACCCGCTT
I Y P L
TTCTACTTTACT
FYFT
GTGCACGACCAC
V H D H
GAGATGCTCGAC
E ML D
TCTTTAGGCATT
S L G I
ACTCAGCAAGCG
T QQ A
TGGAGTATTGCC
WS | A
ACGCGTAAACTC
T R K L
ATCAGCGATCTC
I S D L
ACGGCAGAGAAG
T A E K
GAATACGGCGTG
EY G V
GCATGGCTGGAT
A WL D
GCCGATTTTGCG
A DF A
AAACCGAAGTCG
K P K S
GGAGGCAAACAA
G G K O
GOGCAGGCTGGG
A Q A G
TGGTTCCGCCAG
WF R Q
TATGGAGACTCC
Y G D S
TTCAATCTAAAA
F N L K
ACTTCTTATAAT
T S YN
CACTAATAGTCT
H *

GCCGGGAAAAGT
A G K S
GTGATTACCGAC
VI TD
CGCAGCGTAATG
RS V M
GACTGTAACCAC
D C N H
GATCAACAGGTG
D Q Q V
CCGGGTGAAGGT
P G E G
CGCGTCGECATC
RV G I
GGCTTTGGTCGT
G F G R
GCATTAATGGAC
AL MD
TGGGCAGATGAA
WA D E
GGTTTCGAAGOG

TTTGATGTGCTG
F DV L
GTACTGGAAAAA
V L E K
GATACGTTAGCC
DT L A
ATGTATCACCGC
M Y H R
ACCTCGCAAGGC
T S QG
GOGGCTTTTCTG
A A F L
GCTTTAGACGAT
AL DD
GACTCTCTGACA
DS L T
GCTCCAGGEGEG
AP G A
ATGAAGGGCCGA
M K G R
CCTGAAGACACG
P EDT
TACTGGGGECCEG
Y WG R
AGA

Oligonucleétidos iniciadores:

Cloro fw:

Cloro rv:

NDE5 P1:

GUS3":

GUSS5™:

GUS-Hindlll:

VP8Ndel:

GTACGTATCACC
V R 1 T
GAAAACGGCAAG
E N G K
CTCTACACCACG
LY T T
GOGTCTGTTGAC
A S V D
GTTGCAACTGGA
V AT G
TATCTCTATGAA
Y L Y E
CGGTCAGTGGCA
RS V A
CATGAAGATGCG
H E DA
TGGATTGGGGCC
W1l G A
CATGGCATCGTG
H G I V
GGCAACAAGCCG
G N K P
ATTAAAGAGCTG
| K E L
ACCCGTCCGCAA
TR P Q
CCGATCACCTGC
PI1 T C
TGOCTGAACCGT
CL NR
GAACTTCTGGCC
E L L A
GGGCTGCACTCA
G L H S
GTCTTTGATCGC
V F D R
ATATTGOGCGTT
I L R V
CTGCAAAAACGC
L Q K R
GACGATAAGATG
D D K M
CTCTCCTGTGCA
L S CA
GAGCGTGAGTTT
E R E F
ATTCTCATCTCC
I L1 S
GOCGTGTACGTC
AV Y V
GGGACCCAGGTC
G T QV

GTTTGTGTGAAC
V C V N
AAAAAGCAGTCT
K K Q S
COGAACACCTGG
P N T W
TGGCAGGTGGTG
W Q V V
CAAGGCACTAGC
Q G T S
CTGTGOGTCACA
L CVT
GTGAAGGGCGAA
V K G E
GACTTGOGTGGC
DL R G
AACTCCTACCGT
N S Y R
GTGATTGATGAA
VI DE
AAAGAACTGTAC
K E L Y
ATAGCGCGTGAC
| A R D
GGTGCACGGGAA
G AR E
GTCAATGTAATG
V NV M
TATTACGGATGG
Y Y G W
TGGCAGGAGAAA
W Q E K
ATGTACACCGAC
MY T D
GTCAGCGCCGTC
V S AV
GGCGGTAACAAG
G G N K
TGGACTGGCATG
WT G M
GCTGATGTGCAG
A DV Q
GCCTCTGGACGC
A S G R
GTAGGAGCTATT
V G A I
AGAAACAATATC
R N N |
TGTGCAGCAGGG
CAAG
ACCGTCTCCTCA
TV S s

5 GTATCTGGGGAATAAGCATCGG 3

5 CGATGACGCCAACTACCTCTG &

5 GACATATGAGATACTCAAGAAACG 3

5 GGAGAGTTCTAGATTCATTG 3

AACGAACTGAAC
N E L N
TACTTCCATGAT
Y F HD
GTGGACGATATC
V D D |
GCCAATGGTGAT
AN G D
GGGACTTTGCAA
G TL Q
GCCAAAAGCCAG
A K S Q
CAGTTCCTGATT
Q F L I
AAAGGATTCGAT
K G F D
ACCTCGCATTAC
T S HY
ACTGCTGCTGTC
T A AV
AGCGAAGAGGCA
S E E A
AAAAACCACCCA
K N H P
TATTTCGOGCCA
Y F AP
TTCTGCGACGCT
F CDA
TATGTCCAAAGC
Y V. Q S
CTGCATCAGCCG
L HQFP
ATGTGGAGTGAA
M WS E

L QA S
ACCTTCAGTGGT
T F S G
AGATGGTCAGAA
R WS E
AAGAACACGGTG
K N T V
GOCGGGGATATA
A G D I
CGCGGOCGCCAC
R G RH

5 GGAGCTCCGGGAGGTCAGTCCCATATGT 3

5 CCCATATGGCTTCACTCATTTATAGAC 3

5 GTCGTCCCTCCGTTTGTTCGAAATCGATCTAGACC 3’

Materiales y métodos

TGGCAGACTATC
W Q T |
TTCTTTAACTAT
F F N Y
ACCGTGGTGACG
TV VT
GTCAGCGTTGAA
V S V E
GTGGTGAATCCG
V V N P
ACAGAGTGTGAT
T ECD
AACCACAAACCG
N H K P
AACGTGCTGATG
N V L M
CCTTACGCTGAA
P Y A E
GGCTTTAACCTC
G F N L
GTCAACGGGGAA
V N G E
AGCGTGGTGATG
S V.V M
CTGGCGGAAGCA
L AE A
CACACCGATACC
HTDT
GGCGATTTGGAA
G DL E
ATTATCATCACC
R §
GAGTATCAGTGT
EY QC
GTATGGAATTTC
V W N F
ACTCGCGACCGC
T R DR
AAACCGCAGCAG
K P Q Q
GGGGGAGGTTTG
G G G L
TATGTCGTGGGC
Y V V G
GATAGCACATGG
DS T W
AATCTGCAAATG
N L QM
GTGACTACTGAG
V T TE
CACCATCACCAT
H HH H
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VP8Xbal: 5 CTCTAGATTATCTTGTATATACAATATTCCTTG 3

Hindlll-E-VP8: 5 CCAAGCTTTAGACGATGACGATAAGATGGCTTCACTCATTTATAG 3
VHHNdel 5'CCATATGGCTGATGTGCAGC 3

VHHXbal 5'CCTCTAGACTATTAGTGATGGTGATG 3

pepVHHNdel 5'CCCATATGAAATACCTATTGCCTAC 3

Hindlll-E-VHH 5'CCAAGCTTTAGACGATGACGATAAGATGGCTGATGTGCAG 3

Metodologia del ADN recombinante.
Preparacion de ADN plasmidico.

El ADN plasmidico utilizado para analizar colonias recombinantes se prepar6é mediante el
método de lisis alcalina. Se crecieron cultivos de 5 ml a partir de colonias aisladas, y se
cosechd 1,5 ml por centrifugacion a 600 g.  El pellet se resuspendié en 300 ul de solucion 1
(Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA-Na, 10 mM, ribonucleasa A 100 ug/ml), se agregaron 300 ul de
solucién 2 (NaOH 200 mM, SDS 1% [m/v]), se mezcld por inversién y se incubd 5 min a
temperatura ambiente. Luego se agregaron 300 ul de solucion 3 (acetato de potasio 3 M pH
5,5) se mezcld por inversion y se incubd 5 min en hielo. Los tubos se centrifugaron 10 min a
15.000 g (4 °C), se trasvaso el sobrenadante a un nuevo tubo y se precipité el ADN agregando
0,6 volumenes de isopropanol. Se centrifugé 10 min a 15.000 g, se descart6 el sobrenadante y
se realizé un lavado del precipitado con 500 ul de etanol 70% (v/v). Finalmente, se dejé secar
el precipitado y se resuspendié en 30 ul de agua. ElI ADN plasmidico utilizado para
secuenciacion, se prepard con el kit comercial Wizard plus SV minipreps DNA purification
system (Promega), segun las instrucciones del fabricante. El utilizado para la transformacién
de cloroplastos de tabaco, fue preparado con el sistema Plasmid Midi Kit (QIAGEN), siguiendo

el protocolo sugerido por la empresa.

Reacciones de ligacidn, cortes con enzimas de restriccion y preparacion de vectores e insertos.

Las reacciones de ligacién y restriccion se realizaron con enzimas comerciales de New
England Biolabs, segun los protocolos sugeridos por la empresa. Para las reacciones de PCR
se utilizé la enzima GoTaqg DNA polymerase (Promega). Los fragmentos de ADN a utilizarse
como insertos 0 moldes en reacciones de ligacion o marcacién -obtenidos de digestiones
enzimaticas o reacciones de PCR-, fueron purificados con el kit lllustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare). En la preparacion de los vectores se procedié del mismo

modo.
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Transformacién genética de cloroplastos de plantas de tabaco.

Se realiz6 la transformacion por biobalistica seguin el método descripto por Svab y Maliga
(1993), utilizando el sistema PDS-1000 / He Particle Delivery System (BIO-RAD) y el vector de
transformacion de cloroplastos pBSW-utr (Wirth y col., 2006). El protocolo incluyo la
preparacién y recubrimiento con ADN de las microparticulas de oro, el bombardeo de las hojas,
la seleccién de transformantes por cultivo del tejido in vitro en presencia de agente selector, y
la posterior rusticacién de los eventos transplastomicos.

Preparacion y recubrimiento de particulas de oro con ADN plasmidico.

Se realizé segun el protocolo detallado por Lutz y colaboradores (2006), utilizando
microparticulas de oro de 0,6 wm de didmetro (BIO-RAD). Las microparticulas fueron
esterilizadas en etanol 70% (v/v), se lavaron con agua estéril y se resuspendieron en glicerol
50% (v/v). Se recubrieron 3 mg de microparticulas con 5 ug de ADN plasmidico, agitando en
presencia de CaCl, 1,25 mM y espermidina 20 mM. Luego se lavaron sucesivamente con

etanol 70% (v/v) y 100% (v/v), y se resuspendieron en etanol 100% (v/v).
Bombardeo de hojas.

Se utilizaron hojas jovenes de plantas de tabaco crecidas in vitro. Cada hoja fue bombardeada
en su cara abaxial con 0,6 mg de microparticulas recubiertas con ADN. Luego del bombardeo,
las hojas se mantuvieron en oscuridad durante 48 hs, en placas de Petri con medio RMOP
(sales MS, tiamina 1 mg/L, mio-inositol 100 mg/L, &cido oa-naftalenacético 0,1 mg/L, 6-
bencilaminopurina 1 mg/L, sacarosa 3% [m/v], agar 0,8% [m/v], MES [&cido 2-{N-morfolino}
etanosulfénico] 2,5 mM pH 5,75).

Seleccion de transformantes, cultivo in vitro y rusticacion.

Las hojas bombardeadas fueron cortadas en fragmentos de aproximadamente 2x3 cm,
eliminando la nervadura central, y cultivadas en placas de Petri conteniendo medio RMOP y
espectinomicina 500 mg/L. Se incluyd como control de seleccion una hoja sin transformar
cultivada en las mismas condiciones, y otra cultivada en ausencia de agente selector, como
control de regeneracion. Los explantos se mantuvieron entre 22 y 28 °C, con un fotoperiodo de
16/8 hs de luz/oscuridad. A partir de las cuatro semanas posteriores al bombardeo se
empezaron a observar brotes, que fueron repicados a medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
sélido (sales MS, tiamina 1 mg/L, mio-inositol 100 mg/L, sacarosa 3% [m/v], agar 0,8% [m/V],
MES [4cido 2-{N-morfolino} etanosulfénico] 2,5 mM pH 5,75) conteniendo 500 mg/L de
espectinomicina. Las plantulas fueron sometidas a dos rondas adicionales de regeneracién en
medio RMOP en presencia de espectinomicina 500 mg/L. Se transfirieron a medio sin
fitohormonas para el desarrollo de raices, y luego fueron rusticadas y mantenidas en
invernadero con fotoperiodo controlado de 14/10 hs de luz/oscuridad, y temperatura regulada
entre 25 y 30 °C. La luz natural fue suplementada con lamparas de sodio, obteniéndose una
intensidad de 100-300 umol s™ m™?. Para la rusticacién, se eliminaron los restos de medio de

las raices, lavando las mismas con agua, y se plantaron en macetas con una mezcla de 3:1:1
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de humus, turba y perlita. Durante la primera semana se mantuvieron las macetas con una
cubierta de polietileno para evitar la deshidratacion y promover la adaptacion de las plantulas a
las condiciones de menor humedad. Las semillas obtenidas de plantas transplastémicas
autofecundadas se esterilizaron superficialmente con una solucién de lavandina comercial al
10% (v/v), y se germinaron en medio MS solido conteniendo 500 mg/L de espectinomicina, a fin

de confirmar la herencia de los transgenes plastidicos.

Analisis de ADN y ARN.
Identificacion de plantas transplastomicas mediante PCR.

El ADN utilizado para la identificacién por PCR de las plantas transplastomicas se obtuvo
empleando el siguiente protocolo: se molieron en un microtubo 50 mg de hoja utilizando un
vastago plastico de punta conica, y se agregaron 350 ul de solucion de extraccion (Tris-HCI 50
mM pH 8, EDTA-Na, 10 mM, NaCl 100 mM, SDS 1% [m/v], 2-mercaptoetanol 10 mM). Se
incub6 10 min a 65 °C, se agregd 150 ul de acetato de potasio 3 M pH 5,5 (0 °C), se mezcl6
por inversion y se incubé 20 min en hielo. Se centrifugé 10 min a 15.000 g (4 °C), y se
transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agreg6 1 ul de ribonucleasa A 10 mg/ml y se
incub6 10 min a temperatura ambiente. ElI ADN se precipitdé agregando 1 volumen de
isopropanol, y centrifugando 10 min a 15.000 g. El precipitado se lav6 con etanol 80% (v/v), se

dej6 secar, y se resuspendié en 25 ul de agua.

La reaccion de PCR se realizo con 1 ul de la preparacion de ADN total, y los oligonucleétidos
iniciadores Cloro fw y Cloro rv, que hibridan con el gen plastidico 16S y el gen selector aadA,
respectivamente. Los oligonucledtidos iniciadores permiten la amplificacién de un fragmento
de 1.450 pb sélo en las plantas transplastomicas (Wirth y col., 2006). La reaccion de PCR se
realizé empleando 30 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min a 55 °C y 2 min a 72 °C, en condiciones

estandar de concentracion de oligonucleétidos iniciadores, dNTPs y MgCl,.

Ensayo de Southern blot.

Se purific6 ADN total mediante una modificacién del protocolo desarrollado por Dellaporta y
colaboradores (1983). Se macer6 1 g de hoja en mortero con nitrégeno liquido, y se agregaron
5 ml de buffer CTAB (CTAB [bromuro de hexadecil trimetil amonio] 2% [m/v], NaCl 1,4 M, Tris-
HCI 100 mM pH 8, 2-mercaptoetanol 0,2% [v/v]) precalentado a 65 °C. Se trasvasé a un tubo
de polipropileno y se incubdé 30 min a 65 °C agitando cada 10 min. Luego se agregé un
volumen de cloroformo y se agité con vortex. Se centrifugé 10 min a 5.000 g (4 °C), la fase
acuosa se transfiri6 a un tubo nuevo y se repitid la extraccion con cloroformo. Se agrego
ribonucleasa A hasta una concentracion final de 100 ug/ml y se incubé 30 min a 37 °C. Se

agregaron 0,6 volimenes de isopropanol y se mezclé suavemente por inversion. El ADN se
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precipitd centrifugando 20 min a 10.000 g. El precipitado se lavd con etanol 70% (v/v), se dejo

secar, y se resuspendié en 1 ml de agua incubando toda la noche a 4 °C.

Se cortaron entre 2 y 4 ug de ADN total con 10-20 unidades de diferentes enzimas de
restriccibn segun el caso, durante 1 h a 37 °C. Se agregd espermidina hasta una
concentracion final de 1 mM y se continud el corte toda la noche a 37 °C. EI ADN digerido se
separ6 por electroforesis en geles de agarosa 0,8% (m/v) en buffer TAE, a 40 mA de corriente
constante toda la noche. Luego de la electroforesis los geles se fotografiaron bajo luz UV y se
elimind la calle conteniendo los marcadores de peso molecular. Se lavaron con agua, se
depurinizaron incubando con HCI 0,25 M durante 10 min, y se incubaron 20 min con agitacion
suave en 10 volimenes de solucién desnaturalizante (NaOH 0,4 M, NaCl 1,5 M). El ADN se
transfirié por capilaridad con NaOH 0,4 M a membranas de nylon cargado Hybond N+ (GE
Healthcare), y se fijé incubando a 80 °C durante 2 h. Las membranas se bloquearon durante 2
hs a 65 °C con 15 ml de solucion Church (SDS 7% [m/v], BSA 1% [m/v], buffer fosfato 0,5 M pH
7,2, EDTA-Na, 1 mM), en un horno de hibridacion rotatorio. Luego se agrego a la solucion la
sonda desnaturalizada y se incub6 toda la noche a 65 °C. Al dia siguiente, se descartd la
solucién con la sonda, se enjuagd la membrana con soluciéon SSC 2X, SDS 0,1% (m/v), y se
realizaron cuatro lavados sucesivos de 15 min cada uno con: 1) SSC 2X, SDS 0,1% (m/v) a
temperatura ambiente, 2) SSC 2X, SDS 0,1% (m/v) a 65 °C, 3) SSC 0,2X, SDS 0,1% (m/v) a 65
°C,y 4) SSC 0,1X, SDS 0,1% (m/v) a 65 °C (20X SSC: citrato de sodio 300 mM pH 7, NaCl 3
M). Las membranas se revelaron exponiéndolas 3 h a una placa Fujifilm BAS-SR (Fuji PHOTO
FILM), que fue analizada en un equipo Storm 820 Phosphorimager System (Molecular

Dynamics).

La sonda utilizada, dirigida contra los genes plastidicos trn | y trn A, se obtuvo a partir del
plasmido pBS16S-23S (Segretin, 2009) por corte con las enzimas BamH |y Bgl Il. El marcado
radioactivo con [a-**P] dCTP y la purificacién de la sonda marcada se realizé con el kit Prime-a-
gene (Promega), y la columna MicroSpin HR200 (Amersham Biosciences) respectivamente,

segun las indicaciones de los fabricantes.

Ensayo de northern blot.

Se purific6 ARN total de hojas homogeneizando 200 mg de tejido fresco en mortero con
nitrégeno liquido. Se agregdé 1 ml de TRIzol (Invitrogen), y se incubé 5 min a temperatura
ambiente en un microtubo; se agregaron 0,2 ml de cloroformo, se agité 15 s con vortex
vigorosamente, y se incubé 3 min a temperatura ambiente. Luego se centrifugd 15 min a
15.000 g (4 °C), y se transfirid la fase acuosa a un tubo nuevo. El ARN se precipitd agregando
0,5 ml de isopropanol e incubando 10 min a temperatura ambiente, seguidos de una
centrifugacién a 15.000 g por 10 min (4 °C). El precipitado se lavé con 1 ml de etanol 75%

(v/v), se dejo secar, y se resuspendié en 50 ul de agua.
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Se utilizaron entre 5y 10 ug de ARN total de cada muestra por calle segun el caso. El ARN se
incubd con buffer MOPS (MOPS [acido 3-{N-morfolino}propanosulfénico] 0,02 M pH 7, acetato
de sodio 5 mM, EDTA-Na, 1 mM) conteniendo formaldehido 6,7% (v/v) y formamida 50% (v/v)
a 65 °C durante 10 min, seguidos de 2 min en hielo. Luego se agregé bromuro de etidio a una
concentracién final de 0,5 ug/ml y buffer de siembra 10X (glicerol 50% [v/v], azul de bromofenol
0,25% [m/v], EDTA-Na, 100 mM pH 8), ambos libres de ribonucleasas. Las muestras se
sembraron en geles desnaturalizantes (agarosa 1,5% [m/v], formaldehido 6,7% [v/v], en buffer
MOPS), y la electroforesis se realiz6 a 65 V constantes en buffer MOPS conteniendo
formaldehido 6,7% [v/v]. Los morteros utilizados en la extraccion y la cuba de electroforesis,
fueron lavados previamente con una solucién de SDS 1% (m/v), y enjuagados con agua
destilada estéril.

Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron fotografiados bajo luz UV, y transferidos
por capilaridad a membranas de nylon cargado Hybond N+ (GE Healthcare) utilizando como
buffer de transferencia SSC 20X. El ARN se fij0 a las membranas por incubaciéon a 80 °C

durante 2 hs.

El marcado y purificacion de las sondas y el revelado de las membranas, se realizé siguiendo
los protocolos descriptos anteriormente para el ensayo de Southern blot. Como molde para las
sondas utilizadas en los ensayos de northern blot, se utilizaron los fragmentos obtenidos por
restriccion Ndel y Xbal a partir de las construcciones pZErO-2/VP-SGUS, pZErO-2/VP8* y
pZErO-2/\VHH.

El trabajo con material radioactivo se realiz6 en un cuarto aislado destinado a tal fin, de

acuerdo a las normativas establecidas por el Ente Regulador de la Energia Atdmica.

Andlisis de proteinas.
Extractos totales de proteinas de hojas de plantas de tabaco y de cultivos bacterianos.

Se maceraron con un vastago plastico de punta conica 25 mg de hoja en un microtubo, y se
agregaron 125 ul de buffer Laemmli (1970). Se calenté la muestra 10 min a 100 °C, y se
centrifugé 10 min a 15.000 g. Se trasvasé el sobrenadante a un tubo nuevo y se repitié la
centrifugaciéon. Segln el ensayo, se sembraron entre 10 y 20 ul de extracto, correspondientes
a proteinas totales obtenidas a partir de 2 y 4 mg de tejido fresco inicial, respectivamente. Para
los cultivos bacterianos se realizé la misma extraccidn, utilizando como material inicial el pellet
obtenido a partir de 1 ml de cultivo resuspendidos en 100 ul de buffer Laemmi, y se sembraron

10 ul del extracto.
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Analisis de la solubilidad de la proteina recombinante en plantas que expresan VP8* y VHH.

Se homogeneizaron en mortero con nitrégeno liquido 0,2 g de hoja, se agregd 1 ml de Tris-HCI
50 mM pH 8, NaCl 30 mM, y se centrifugé 15 min a 10.000 g (4 °C). Se separ6 el
sobrenadante del pellet, este ultimo fue lavado con 1 ml de agua (0 °C), y se procesaron
muestras de cada fraccion con buffer Laemmi para sembrar en los geles proteinas

provenientes de 4 mg de tejido fresco inicial.

Protocolo de extraccion de la proteina VP8*.

La proteina VP8 forma agregados insolubles en las plantas transplastomicas, y para su
solubilizacion se adaptd un protocolo publicado por Peternel y colaboradores (2008), en el cual
utilizan agentes no desnaturalizantes para la extraccién de proteinas que forman cuerpos de
inclusién en E. coli. Se maceraron en mortero con nitrégeno liquido 0,2 g de hoja, se agrego 1
ml de Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 30 mM, y se sonicO 3 veces por 15 s con el sistema Heat
System-Ultrasonic (50% ciclo, potencia 5). Se centrifugd 15 min a 10.000 g (4 °C), se tomé el
sobrenadante (S1) y se lo almacené a -20 °C. El pellet (P1) se lavé con 1 ml de agua (0 °C), y
se resuspendié en 1,5 ml de Tris-HCI 40 mM pH 8, N-lauroyl sarcosine 0,2% (m/v), y se incubé
en agitacion a 26 °C por 24 h. Luego se centrifugd por 15 min a 4.400 g a temperatura
ambiente para obtener el sobrenadante (S2) y el pellet (P2). Se procesaron muestras de cada
fraccion con buffer Laemmli para sembrar en los geles proteinas provenientes de 4 mg de
tejido fresco inicial.

Fraccionamiento subcelular para el estudio de la localizacién de las proteinas recombinantes

en cloroplastos de plantas transplastomicas que expresan VP8* y VHH.

Se empled un protocolo basado en el utilizado por Tissot y colaboradores (2008), que a su vez
es una adaptacién del trabajo original en el cual se caracterizaron proteinas del lumen del
cloroplasto (Kieselbach y col., 1998). En todas las fracciones se determiné la concentracion de
proteinas totales por el método de Bradford (1976) y la concentracién de clorofila total por el
método de Porra y colaboradores (1989). Se indica en el protocolo entre paréntesis en itdlica y
subrayado las distintas fracciones obtenidas para las cuales se hicieron las mediciones
mencionadas.

Se licuaron 100 g de hoja de tabaco (sin nervadura central) por 10 s en 400 ml de sorbitol 330
mM, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, BSA 0,15 % (m/v), ascorbato de sodio 4 mM, 2-mercaptoetanol
0,2% (v/v), HEPES-KOH 50 mM pH 7,8. El licuado se filtr6 por 4 capas de malla de nylon de
20 um (fraccion "inicial"), y fue centrifugado 2 min a 1.000 g (4 °C). El pellet se resuspendié
suavemente en 200 ml de sorbitol 330 mM, HEPES-KOH 50 mM pH 7,8, KCI 10 mM, y se

centrifugdé 2 min a 1.000 g (4 °C). Se descart6 el sobrenadante y los cloroplastos (pellet) fueron

resuspendidos suavemente en 10 ml del mismo buffer (fraccidon "cloroplastos”). Luego se
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centrifugaron 2 min a 1.000 g (4 °C), se descarté el sobrenadante, y fueron lisados
resuspendiéndolos suavemente en buffer pirofosfato de sodio 10 mM pH 7,8, a una
concentracion final de 0,2 mg/ml de clorofila total. En el caso de las plantas pep-VHH, se
utilizaron solo 27 g de hojas debido a la falta de material por la baja tasa de crecimiento de las

plantas (las hojas provenian de plantas rusticadas y plantas crecidas in vitro).

Se separd el estroma de los tilacoides por centrifugacion 5 min a 7.500 g (4 °C). Este
sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 10 min a 20.000 g (4 °C) y concentrado por

liofilizacion (fraccion "estroma"). Los tilacoides (pellet) fueron lavados dos veces de modo

secuencial con 20 ml de los siguientes buffers: 1) pirofosfato de sodio 10 mM pH 7.,8; 2)
sacarosa 300 mM, Tricina 2 mM pH 7,8; 3) NaCl 50 mM, MgCl, 5 mM, sacarosa 100 mM,
fosfato de sodio 30 mM pH 7,8. Los tilacoides se resuspendieron en 1,25 ml de este (ltimo

buffer (concentracion final entre 3,5 y 4,5 mg/ml de clorofila total) (fraccion "tilacoides").

Para liberar el contenido lumenal, los tilacoides fueron sonicados mediante 3 pulsos de 10 s
utilizando el sistema Heat System-Ultrasonic (50% ciclo, potencia 5) y manteniendo las
muestras en hielo. Luego se separ6 el lumen de las membranas tilacoidales por centrifugacion
durante 10 min a 16.000 g (4 °C). EIl sobrenadante (lumen) se volvié a centrifugar 10 min a

20.000 g (4 °C) para eliminar los restos de membranas (fraccion "lumen"). La fraccién de

membranas se lavé dos veces para eliminar restos de proteinas lumenales, resuspendiendo en
1 ml de NaCl 50 mM, MgCl, 5 mM, sacarosa 100 mM, fosfato de sodio 30 mM pH 7,8, y
centrifugando durante 10 min a 16.000 g (4 °C). Finalmente fueron resuspendidas en 1 ml del

mismo buffer utilizado en los lavados (fraccién "membranas").

La medicion de clorofila total se realizé por espectrofotometria UV de acuerdo al protocolo de
Porra y colaboradores (1989). Se agregaron 20 ul del preparado a 10 ml de una solucién de
acetona al 80% (v/v), y se vortexed durante 1 min. Se trasvasé 1 ml del extracto y se
centrifugdé 5 min a 13.000 g. El sobrenadante se utilizé para medir la absorbancia a 646, 663 y
750 nm en una cubeta de cuarzo. La concentracion de clorofila total (a+b) se calcul6 utilizando

la siguiente ecuacién:

[Chla+b] (ug/ml) = (17,76 * (Asss - Azs0) + 7,34 * (Asas - Ars0) ) * 500

Ensayo de SDS-PAGE y western blot.

Se utilizo el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (BIO-RAD) para la preparacion y electroforesis
de minigeles de poliacrilamida de 1,5 mm de espesor, a 20 mA constantes en buffer TGS (Tris-
HCI 25 mM pH 8,8, glicina 190 mM, SDS 0,1% [m/v]). Se siguieron los protocolos detallados
por Sambrook y colaboradores (1989). La tincién con Coomasie Brilliant Blue se realiz6
incubando los geles en agitacién toda la noche en solucion de tefiido (Coomasie Brilliant Blue
R-250 0,05% [m/v], metanol 40% [v/v], &cido acétido 10% [v/v]). Se destifieron realizando dos
incubaciones en solucién destefidora 1 (metanol 50% [v/v], acido acético 10% [v/v]), seguidas

de tres incubaciones en solucion destefiidora 2 (metanol 7,5% [v/v], &cido acético 7,5% [v/v]), y
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una ultima incubacién en agua. Todas las incubaciones se hicieron durante 30 min con

agitacion a temperatura ambiente.

Para la inmunodeteccién, se transfirieron las proteinas a membranas de nitrocelulosa Hybond
ECL (GE Healthcare) utilizando el sistema Mini Trans-Blot (BIO-RAD). La transferencia se
llevd a cabo a 100 V constantes durante 1 h (0 °C), con buffer de transferencia Tris-HCI 50 mM
pH 7,5, glicina 196 mM, metanol 20% (v/v). Las membranas fueron tefiidas con soluciéon de
rojo Ponceau (&cido carminico 0,2% [m/v], &cido acético 5% [v/v]) para evaluar la eficiencia de
transferencia, y luego bloqueadas durante 1 h con solucién de bloqueo (buffer TBS [Tris-HCI 50
mM pH 8, NaCl 150 mM], con leche descremada en polvo 5% [m/v] y Tween-20 0,05% [v/V]).
La inmunodeteccion se realizd por incubacion de las membranas bloqueadas con el primer
anticuerpo o suero diluido en solucién de bloqueo durante 1 h, seguida de cuatro lavados de 5
min con buffer T-TBS (buffer TBS, Tween-20 0,05% [v/v]). Luego se incub6 1 h con una anti-
IgG de ratébn o conejo segun el caso, marcado con fosfatasa alcalina (Cell Signaling
Technology), diluido 1:1000 en solucién de bloqueo. Se realizaron 2 lavados de 5 min con T-
TBS, uno con TBS, y un cuarto lavado con buffer fosfatasa (Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100
mM, MgCl, 5 mM). Todas las incubaciones se realizaron con agitacién a temperatura
ambiente. El revelado se realizé en buffer fosfatasa conteniendo NBT (cloruro de 2,2'-Di-p-
nitrofenil-5,5'-difenil-3,3'[3,3'-dimetoxi-4,4'-difenilen]-ditetrazolium) 0,3 mg/ml y BCIP (5-bromo-
4-cloro-3-indolyl fosfato) 0,15 mg/ml, hasta la aparicién de bandas. EIl revelado se frené

descartando la solucion de revelado e incubando las membranas en agua.
Los anticuerpos y sueros utilizados se indican a continuacion:

- Suero de ratdn contra el epitope incluido en los aminoacidos 135-160 de VP1 del virus de la

fiebre aftosa (Dus Santos y col., 2002).

- Suero de ratén contra VP8* de rotavirus bovino (Mozgovoj, 2008).

- Suero de conejo contra VHH (Laboratorio del Dr. Andrés Wigdorovitz, INTA-Castelar).
- Anticuerpo anti-His monoclonal (GE Healthcare).

- Sueros de conejo contra la subunidad mayor de RuBisCO y contra plastocianina (Dr. Néstor

Carrillo, Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario, Universidad Nacional de Rosario).

Ensayo de actividad g-glucuronidasa.

Este ensayo cualitativo se realiz6 para -cultivos bacterianos y hojas de plantas
transplastémicas. La solucion de revelado, de acuerdo al protocolo desarrollado por McCabe y
colaboradores (1988), consistié en NaH,PO, 100 mM pH 7, K;Fe(CN)g 0,5 mM, EDTA-Na, 10
mM, Triton X-100 0,1% (v/v), X-Gluc (acido 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-8-D-glucurénico) 1 mM.

Se resuspendié el pellet obtenido a partir de 1 ml de cultivo bacteriano en 1 ml de la solucién
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de revelado y se incubd 30 min a 37 °C. Para las plantas, se utilizé un fragmento de hoja de

aproximadamente 2x3 cm, que fue incubado durante 30 min en solucién de revelado a 37 °C.

Ensayo fluorométrico de actividad g-glucuronidasa.

Se utilizé el método descripto por Jefferson y colaboradores (1987). Se maceraron 25 mg de
hoja con vastago plastico de punta cénica en un microtubo, y se agregaron 125 ul buffer de
extraccion GUS (buffer fosfato 50 mM pH 7, EDTA-Na, 10 mM, N-lauryl sarcosine 0,1% [m/v],
Triton X-100 0,1% [v/v], 2-mercaptoetanol 10 mM, PMSF [fenil metanosulfonil fluoruro] 1 mM).
Luego de centrifugar 30 min a 12.000 g (4 °C), se tomo el sobrenadante y se diluyé 1:10 para
las plantas wild-type y transgénicas nucleares, y 1:1.000.000 para las transplastomicas. Esta
mayor dilucion de los extractos de plantas transplastémicas fue necesaria para obtener una
fluorescencia dentro un rango de medicion confiable. Se utilizaron 2 ul de las diluciones con
498 ul de buffer de reaccion (buffer de extraccion GUS conteniendo 4-metilumbelliferyl-S-D-
glucurédnico [Invitrogen] 1 mM), y se incubaron los tubos a 37 °C. Se tomaron alicuotas de 100
ul a tiempo 0, y a los 10, 20 y 30 min de comenzada la reaccion, y se transfirieron a tubos
conteniendo 1,9 ml de buffer stop (Na,CO; 0,1 M). Se determind la fluorescencia en las
muestras utilizando el fluorometro DyNAQuant 200 (Hoéfer), y se realizd la conversion entre
unidades de fluorescencia y nmoles de 4-MU (4-metil-umbeliferona) con una curva de
calibracion construida con un estandar de 4-MU (Invitrogen). La concentracién de proteinas
totales se determind mediante el ensayo de Bradford (1976). Este ensayo fluorométrico se

repitié al menos dos veces para cada planta, obteniéndose resultados similares.

Cuantificacion de la acumulacion de VP-pGUS, y VP8* por SDS-PAGE.

Se prepararon extractos proteicos totales de las distintas hojas: se maceraron 0,2 g de tejido
fresco en mortero con nitrégeno liquido, se agregd 1 ml de Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 30 mM,
y se sonicd 3 veces por 15 s con el sistema Heat System-Ultrasonic. Se centrifugd 15 min a
10.000 g (4 °C), y se tom0 el sobrenadante. Se determinaron las proteinas solubles totales por
el método de Bradford (1976), y se sembraron entre 2 y 40 ug de los extractos proteicos, en
paralelo con distintas cantidades de albumina sérica bovina (BSA) como estadndar de masa.
Los geles de poliacrilamida fueron tefiidos con Coomasie Brilliant Blue, y las bandas
correspondientes a VP-BGUS, VP8* y BSA fueron analizadas por densitometria con el
programa Image J (NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij). Se expreso la acumulacién en funcién de la
masa que representaba la proteina recombinante respecto de las proteinas solubles totales (%
PST), y también como masa de proteina recombinante obtenida a partir de masa de tejido

fresco o0 seco (mg/g T).

pagina 105



Materiales y métodos

Cuantificacion de la acumulacion VP-GUS, GUS-E-VHH y VHH por western blot.

Se sembraron distintas cantidades del extracto proteico de hoja, y del virus de la fiebre aftosa
(VFA) purificado, siguiendo la misma metodologia aplicada para el andlisis de plantas de alfalfa
transgénicas que expresaban VP-SGUS (Dus Santos y col., 2002). En la inmunodeteccion se
utilizé un suero de raton contra el epitope incluido en los aminoacidos 135-160 de VP1 de VFA.
Las bandas reveladas fueron analizadas con el programa Image J (NIH,
http://rsbweb.nih.goviij), y para los célculos se considerd que el virion de VFA (Mr = 7x10° kDa)
contiene 60 copias de VP1 y consecuentemente 60 copias del péptido p135-160 (Mr = 2,8 kDa)
(Bachrach, 1977; Sobrino y col., 2001). La banda de VP-SGUS en la calle conteniendo 1,25 ug
de extracto total mostré una intensidad consistente con la presencia de 25 ng del péptido p135-
160, y consecuentemente 644 ng de VP-BGUS (Mr = 72,5 kDa). Esta masa de proteina

recombinante representaba el 51% de las proteinas solubles totales de la hoja.

Para las plantas GUS-E-VHH y pep-VHH la cuantificacion se realizé siguiendo la misma
metodologia descripta anteriormente, e incluyendo en el andlisis distintas hojas de una misma
planta. Se utiliz6 en la inmunodeteccion suero de conejo contra VHH y como curva de
calibracion cantidades conocidas de VHH 3B2 purificada, producida en E. coli (Garaicoechea y
col., 2008).

Cuantificacion de la acumulacion de VP8* por ELISA.

Las determinaciones por ELISA de VP8* en las fracciones S1 y P2 obtenidas segun se indica
en "protocolo de extraccion de la proteina VP8*” fueron realizadas por la Dra. Marina Mozgovoj,
utilizando un protocolo desarrollado en su Tesis Doctoral (Mozgovoj, 2008). El ensayo
consistié en utilizar un suero de conejo anti-VP8* inmobilizado en la placa de ELISA para
capturar VP8* de las muestras, y su deteccién por incubacion con un suero de raton anti-VP8*
y un anticuerpo anti-lgG de ratdon conjugado a peroxidasa. La reaccién se reveld con el
sustrato ABTS (acido 2,2' azino bis 3-etil benzil-thiazonil-6-sulfénico) en presencia de perdxido
de hidrégeno y se registraron los valores de absorbancia a 405 nm. Para determinar la
concentracién de antigeno en las muestras analizadas se incluy6 una curva de VP8* purificada
producida en E. coli. Las preparaciones analizadas por ELISA fueron las mismas que se

utilizaron posteriormente en las inmunizaciones.

Inmunizacién de ratones con extractos de plantas VP-SGUS y analisis de la respuesta inmune.

La inmunizacion de ratones y el analisis de sus sueros por ELISA en el ensayo preliminar y su
repeticion, estuvieron a cargo del Dr. Wigdorovitz y la Dra. Marina Mozgovoj, respectivamente
(Instituto de Virologia, CICV y A. INTA-Castelar). En el estudio preliminar, los extractos de
hojas de plantas VP-BGUS y BGUS (control negativo) se realizaron en buffer de extraccion

GUS, como fue descripto en "ensayo fluorométrico de actividad g-glucuronidasa”. Estos
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extractos fueron analizados por SDS-PAGE y Western blot, y posteriormente utilizados para la
inmunizacion. Se inocularon ratones BALB/C en los dias 0 y 21 con 31 ug de proteinas
solubles totales de plantas transplastomicas en adjuvante oleoso, y los sueros fueron
analizados a los 30 dias de la primer inoculacién. Para el segundo ensayo se utilizé un niimero
mayor de animales, y los extractos proteicos de plantas VP-SGUS y wild-type (control negativo)
fueron preparados segun se detalld6 en "Cuantificacion de la acumulaciéon VP-SGUS por SDS-
PAGE". Estos extractos fueron analizados por SDS-PAGE, y se cuantificé la proteina
recombinante por densitometria utilizando el programa Image J (NIH, http://rsbweb.nih.govi/ij).
Los ratones fueron inoculados en los dias 0 y 30 con 67 ug de proteinas solubles totales en
adjuvante oleoso, y sus sueros fueron analizados a los 45 dias de la primera inoculaciéon. En
este ensayo se incluyé como control positivo un ratén inoculado con la vacuna anti-aftosa
comercial Bioaftogen (Biogénesis-Bago).

Los sueros fueron analizados por ELISA para detectar anticuerpos contra el péptido p135-160
de VP1 de VFA, utilizando el péptido sintético como antigeno (Wigdorovitz y col., 1999). Se
confirmd la presencia de anticuerpos especificos en los ratones inoculados con extracto de
plantas VP-BGUS, mediante Western blot. Las muestras analizadas fueron extractos proteicos
de E. coli recombinantes que expresaban VP-SGUS y SGUS, y VFA purificado. Para la
deteccion se utilizd una dilucion 1:20 en solucién de bloqueo, de un pool de sueros de los

ratones inoculados.

Estudio de la inmunogenicidad y proteccién brindada por plantas transplastomicas VP8* en el

modelo del ratén lactante.

La inmunizacién, y la evaluacion de la inmunogenicidad y proteccion en el modelo del raton
lactante estuvieron a cargo de la Dra. Marina Mozgovoj y el Lic. Demian Bellido (Instituto de
Virologia, CICV y A. INTA-Castelar). Se sigui6 el esquema experimental indicado en la figura
38. Se inmunizaron ratones BALB/C hembras via intraperitoneal con dos dosis de extractos de
plantas VP8* conteniendo 2 ug de proteina recombinante, preparada con adjuvante
Marcol/Arlacel (Biogénesis-Bags). Se utilizéd la fraccion soluble S1 y la fraccion insoluble P2,
obtenida segun se indica en "Protocolo de extraccién de VP8*'. Luego de 4 semanas las
hembras fueron apareadas y sus crias fueron desafiadas al 5° dia de vida con 105 unidades
fluorescentes (FFU) de rotavirus bovino, administradas por via intragastrica. Esta dosis
provoco diarrea en el 100% de las crias control no inmunizadas. Se monitoreo a las 24, 48 y
72 hs la aparicion de diarrea (ljaz y col., 1987), y luego de 10 dias del desafio se obtuvo el

suero de las crias.

La determinacion de anticuerpos anti-VP8* en los sueros de ratones hembras y sus crias fue
realizada de acuerdo al protocolo descripto por Bellido y colaboradores (2009). Se utilizaron
placas de ELISA sensibilizadas con VP8* producida en E. coli, las cuales fueron incubadas con
los sueros diluidos en solucién de bloqueo y posteriormente con un anticuerpo anti-lgG de

raton acoplado a peroxidasa. La reaccion se revel6 con el sustrato ABTS en presencia de
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peroxido de hidrogeno y se registraron los valores de absorbancia a 405 nm. Los titulos se
expresaron como log;q de la reciproca de la maxima dilucién en la cual se obtenia un valor

mayor al promedio de las muestras negativas mas dos desviaciones estandar.

Para la determinacion de anticuerpos neutralizantes se utilizé el ensayo de neutralizacion de
focos fluorescentes, de acuerdo al protocolo descripto por T6 y colaboradores (1998). Para
esto se incubaron 100 FFU de rotavirus bovino con diluciones seriadas de los sueros
estudiados y posteriormente se evalud la capacidad del virus para replicar en células MA-104.
Se revel6 el virus con un anticuerpo anti-rotavirus acoplado a isotiocianato de fluoresceina.
Los titulos se expresaron como el log,, de la reciproca de la maxima dilucion que permitia una

reducciéon mayor al 80% de los focos fluorescentes.

Los ratones utilizados provinieron del Bioterio de CICV y A (INTA-Castelar), y se confirmo antes
de los ensayos la ausencia de anticuerpos contra rotavirus por ELISA. El manejo de los
animales, las inmunizaciones, la toma de muestras y desafio se realizaron bajo la supervision
de un veterinario y de acuerdo a los protocolos aprobados por el comité ético de bienestar
animal del INTA.

Medicion de nicotina.

Se empleé una adaptacion del protocolo utilizado por Shiy colaboradores (2006), basado en el
método de medicién por UV (Willits y col., 1950). Se realizé una extraccién a partir de 4 g de
tejido fresco en 60 ml de una solucién de NaOH 10% (m/v) a 100 °C. Se obtuvo el destilado, y
se agregd agua a la solucion de nicotina hasta un volumen de 100 ml. Se realizaron
mediciones a 236, 259 y 282 nm usando un espectrofotdmetro Ultrospec 2000 (Pharmacia
Biotech). EIl contenido de nicotina de las fracciones S1, S2 y P2 se determin6 de la misma

manera, utilizando extractos solubles o insolubles obtenidos a partir de 4 g de tejido fresco.

Las cuantificaciones de nicotina en tejido seco se realizaron siguiendo el mismo protocolo, y
para las mediciones con el espectrofotometro se utilizaron diluciones 1:10 de los distintos

destilados. La concentracion de nicotina se calculd utilizando las siguientes ecuaciones:
D'250 = 1,059 * [F * Agsg - 0,5 * (Azss + Azs2) |
¢ (mg/ml) = D'p59/ 34,4

F: factor de dilucién; c: concentracién de nicotina.

Tratamiento de GUS-E-VHH con enteroquinasa.

Se realizd un extracto proteico a partir de hojas frescas de una planta GUS-E-VHH en buffer
Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, CaCl, mM, utilizando 5 ml de buffer por cada gramo de
tejido. Se homogeneizo el material en nitrégeno liquido y se agreg6 el buffer. El homogenato
se centrifugd 10 min a 14.000 g (4 °C), y se obtuvo el sobrenadante. Alicuotas de 20 ug de
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proteinas totales se trataron con cantidades crecientes de enteroquinasa comercial 50 ug/ml,

por 24 h a 37 °C. Las muestras se analizaron luego por western blot.

Secado de plantas transplastémicas VP8*.

Plantas de aproximadamente 3 meses de edad fueron secadas mediante dos procedimientos.
El primero consistié simplemente en eliminar el riego y para el segundo se cortaron las plantas
por la base eliminando las raices y se colgaron como se indica en la figura 44a. En ambos

casos las plantas fueron mantenidas dentro del invernadero, durante 5 semanas.
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