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1 ntroduccién: Omar Patifio Rodriguez

|.INTRODUCCION

1.1 Enfermedades infecciosas como problema de salud publica

Las enfermedades infecciosas son la primer causa de muerte a escala mundial segun
lo reportado por la Organizacién Mundia de la Sdud (OMS, 2000). El incremento de las
enfermedades infecciosas, que supone e 25 % de todas las consultas médicas a afio,
amenaza la salud publicay contribuye de modo importante al aumento de los costos de la
atencion médica. El total de las enfermedades infecciosas es probablemente subestimado,
debido a la insuficiencia en el diagnostico oportuno de dichas enfermedades en paises de
escasos recursos (Gestal-Otero, 1997).Por otra parte, estas enfermedades aumentan
considerablemente debido a uso indiscriminado de antibiéticos de amplio espectro, lo cual
resulta en un aumento en el nimero de cepas resistentes a una gran variedad de antibidticos
mas aun un amplio nimero de especies bacterianas son capaces de intercambiar la
informacién genética necesaria para contrarrestar altas concentraciones de compuestos
antimicrobianos (Lapefia, 1999; Martel y col., 2000).

Los grupos de poblacion con mayor riesgo de sufrir infecciones graves son bs
individuos inmuno-deprimidos; tales como las personas de la tercera edad, los pacientes
internados en hospitales y asilos y personas con deficiente acceso a la atencion sanitaria,
(como vagabundos, trabgjadores agricolas y otros colectivos de bgo estatus
socioecondémico). Tambienlos nifios atendidos en guarderias, tienen alto riesgo de contraer
infecciones (Gestal-Otero, 1997).

La aparicion y reaparicion de estas enfermedades esta influenciada por multiples
factores, €l deterioro de la infraestructura de la salud publica, €l crecimiento de la poblacién
y cambios en su densidad, distribuciony estructura etaria, |os cambios de conducta como la
promiscuidad sexual y e consumo de drogas, los avances médicos con practicas
diagndgticas y terapéuticas invasivas, y aumento en € uso de prétesis y catéteres, las
alteraciones ecoldgicas, tales como la deforestacion y reforestacion; € movimiento de
personas y microorganismos de una region a otra; €l transporte internacional de mercancia,

en especia de animaes infectados, y los cambios climaticos etc. Todo lo anterior ha
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1 ntroduccién: Omar Patifio Rodriguez

provocado un incremento en e nivel de enfermedades infecciosas a todos los niveles
socioecondmicos (Gestal-Otero, 1997).

El incremento en enfermedades infecciosas repercute un mayor gasto en la salud
publica a nivel nacional, y conduce a un uso inadecuado de los recursos destinados a
prevenir y combatir dichas enfermedades. En generd las enfermedades infecciosas

contintian siendo la principal causa de muerte en paises en desarrollo (Fig.1).

Maternal y perinatal

Enfermedades
respiratorias

Sarampion Otras causas

Enfermedades diarreicas

Tuberculosis

Malaria

SIDA

Figural. Principal es causas de muerte en paises en desarrollo.
Imagen tomada de WHO/CDC (2000).

1.2 Resistencia a antibidticos y problemas para controlar infecciones

La capacidad de los antibidticos para curar enfermedades infecciosas que eran
mortales en € pasado, ha desembocado en la fasa nocion popular de que se trata de
medicamentos “milagrosos”, que en su mayoria speran a lo que realmente se puede
atribuir a sus propiedades farmacologicas. En la mayoria de los paises europeos, los
antibi6ticos ocupan € segundo lugar en la lista de medicamentos més usados después de los
analgésicos. Su uso excesivo, y en muchos casos inapropiado, en medicing, veterinaria y
agricultura, ha dado lugar a un rgpido aumento en la prevalencia de microorganismos
resistentes a los medicamentos. De hecho, muchos de los antiguos antibiéticos han dejado
de ser eficaces 0 |0 son en menor grado que antes (Lapefia, 1999; Martel y col., 2000).

La tolerancia a los antibidticos se desarrolla por seleccion y la transferencia de

caracteristicas genéticas de resistencia entre |as bacterias de la misma o diferentes especies.
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1 ntroduccién: Omar Patifio Rodriguez

Por lo general, cuanto més se usa un antibiético especifico, mayor es € riesgo de que surja
y se extienda la resistencia al mismo, y por consiguiente, que sea cada vez menos eficaz.
Para evitar una resistencia de este tipo, se han desarrollado nuevos antibidticos con
propiedades quimicas similares, pero no idénticas sin embargo a un mediano plazo puede
surgir resistencia a estos medicamentos (Gestal- Otero, 1997). La consecuencia més grave
de esta estrategia, es la aparicion de nuevas cepas bacterianas resistentes a diversos
antibi6ticos del mismo tipo. Las infecciones causadas por agentes patégenos con resistencia
multiple, suponen un reto especia que acarrea un aumento de las complicaciones clinicas,
lo que incluye € riesgo de sufrir una enfermedad grave que hasta la fecha se podria haber
tratado con éxito, ademas de estancias hospitalarias de mayor duracion y una factura
significativamente més dta para la sociedad. El peor escenario, es que los agentes
patdgenos peligrosos adquieran con € tiempo resistencia a todos los antibioticos hasta
ahora €ficaces, |o que daria lugar a epidemias incontrolables de enfermedades microbianas
imposibles de tratar.

Por tal motivo resulta indispensable desarrollar nuevas estrategias para asegurar la
disponibilidad de tratamientos eficaces contra infecciones bacterianas agresivas. Del mismo
modo, también es esencial que los nuevos medicamentos, a igua que los anteriores, se
usen de una manera més restringida y siempre apoyada en sdlidos conocimientos médicos.
Ademas, muchos antibioticos son compuestos quimicos estables gue no se descomponen en
el cuerpo y que permanecen activos después de su excrecion. En la actualidad, los
antibioticos contribuyen considerablemente al creciente problema de las substancias

meédicas activas presentes en el medio ambiente (Gestal-Otero, 1997).

1.3 Péptidos antimicrobianos como alternativa en d tratamiento de enfermedades

infecciosas

Alexander Fleming fue €l primero en observar que las secreciones lagrimales tenian
poderes bactericidas. La lisozima resulto ser la causante de esta actividad y la primera
proteina antimicrobiana registrada; desde entonces se han encontrado otras proteinas y

péptidos gque tienen funcion antimicrobiana (Fleming, 1950).
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1 ntroduccién: Omar Patifio Rodriguez

Se considera que los péptidos antimicrobianos existen desde € inicio de la
evolucion de la respuesta inmune. Su amplia distribucién en e reino animal y vegeta
demuestra que congtituyen una parte esencial de la inmunidad de los organismos
multicelulares (Lehrer y cal., 1993; Zadloff, 2002).

La mayoria de los péptidos antimicrobianos son moléculas catibnicas con regiones
hidrofobicas (Bruno y col., 2006), que difieren en tamafio, secuencia de aminoacidos y
estructura; sin embargo, todos estan genéticamente codificados es decir, un gen codifica
para cada péptido especifico, independientemente de que éstos puedan tener alguna
modificacion postraduccional como es e caso de las catelicidinas y las a-defensinas
(Boman, 1995; Zadoff, 2002). Los péptidos antimicrobianos se agrupan en familias de
acuerdo con su tamafio, su estructura y la organizacion de los aminoécidos. En humanos,
existentres familias. defensinas, catelicidinas e histidinas, de las cuales las mas importantes
son las catelicidinas y defensinas cuyas caracteristicas se describirdn mas adelante (Kaiser y
Diamond, 2000). Estos péptidos tienen carga positiva neta debido a la presencia de un gran
nimero de aminoacidos basicos (lisina y arginind), y ademés, cerca del 50% de los

aminoécidos que los constituyen son hidrofébicos (Ganz y cal., 1985; Boman, 1995).

1.3.1 Defensinas

Las defensinas de los mamiferos son péptidos cationicos, relativamente ricos en
arginina, con un peso molecular de 3-4.5 kDa; contienen invariablemente seis residuos de
cigeina los cuales estdn unidos entre si por tres puentes disulfuro. EI ndmero de
aminoacidos que conforman estos péptidos pueden variar de 20 a 45 (Ganz y col., 1985;
Boman, 1995).

Lafamiliade las defensinas se divide tres grupos: a, b y g, y su clasificacion se basa
en la posicién de los enlaces disulfuro (Ganz y col., 1985; Boman, 1995). En ensayos in
vivo, las defensinas muestran actividad antimicrobiana a concentraciones de 1-10 ng/mL.
Sin embargo, a concentraciones de 15-30 ng/mL se ha observado que existe actividad

citotéxica (Ganz y col., 1985).
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1 ntroduccién: Omar Patifio Rodriguez

1.3.2 Catelicidinas

En 1992, Zannetti descubrié en bovinos y cerdos un grupo de péptidos
antimicrobianos diferentes a los conocidos previamente, y los nombré catelicidinas, que
actualmente se conocen con e nombre de Protegrinas (PG) en cerdos, y LL-37 en humanos.
Estas catelicidinas son multifuncionales y tienen una clara importancia para la respuesta
inmune del hospedero (Zannetti y col., 1995). En la actualidad se han encontrado derivados
de catdlicidinas en gatos, congjos, cabrasy ratones (Turner y col., 1998; Wu y col., 1999;
Nizet y Gallo, 2003). Los genes de las catdlicidinas son muy conservadosy contienen 4
exones y tres intrones; los primeros 3 exones corresponden a una secuencia sefid y un
propéptido, el cuarto exdén es muy variable y corresponde a dominio con propiedades
antimicrobianes (Shinnar y cal., 2003).

L os prepropéptidos son sintetizados en médula 6sea 'y son dirigidos a los neutréfilos
donde se almacernan como propéptidos. Como se muestra en la Figura 2, os propéptidos se
activan con la desgranulacion de los neutrofilos, que liberan proteinasa 3 en humanos o
elastasa en cerdos, para finalmente liberar un péptido antimicrobiano que puede adoptar
una estructura de a-hélice como LL-37/hCAP-18 en humanos (Turner y col., 1998), de
l&mina 3-plegado, como las protegrinas de cerdos (Shi y Ganz, 1998), 0 ser ricos en

aminoacidos de prolina y arginina como Bac7 de bovinos (Zanetti y col., 1995).

Capitulo 1 6



1 ntroduccién: Omar Patifio Rodriguez

Estructura de los
1 2 3 4 — genes que codifican
Catelicidinas
Regidn altamente conservada Region variable
A N
~ N 4 N
ElastasaoProteinasa3
30aa 94-144 aa 12-100 aa Precur sor
Completo de
Péptido Sefial Prosecuenciade Catelina AMP maduro
L Péptidoenriquecido
'AA‘};?H,etli'Cf Estructura en Pro/Arg
Py LaminaBeta (BAC-7)
(LL-37)

(Protegrinas)

Figura 2 llustracion de productos génicos de catelicidinas. El precursor inactivo corresponde a péptido
sefial, y a dominio de catelicidina unido a antimicrobiano, siendo un prepropéptido inactivo. La serin
proteasa 3 6 la elastasa activan el péptido antimicrobiano, ya que liberan el dominio de catelinay dejan activo
a antimicrobiano. Imagen modificada Nizet y Gallo (2003).

1.3.2.1 Protegrinas

Las protegrinas (PG) <latin protegere>, son péptidos de la familia de las
catelicidinas, ricos en arginina y cisteina, tienen entre 16 a 18 residuos con una parte
carboxi-terminal amidada. Su estructura es [3-plegada, con dos puentes disulfuro y se
encuentran presentes en neutrofilos de cerdo (Sus scrofa). A la fecha se han identificado 5
protegrinas naturales en cerdos, con un amplio espectro de accién que abarca
principalmente a bacteriasy hongos (Zhao y col., 1995; Mangoni y col., 1996).

A diferencia de las defensinas de humanos, las PGs conservan su actividad en
presencia de NaCl (a concentraciones fisioldgicas) asi como de cationes divalentes (Shi y
Ganz y col., 1998). Otra ventga interesante es que algunos inhibidores de protegrinas

presentes en e suero humano, como a- macroglobulinas y serpinas tienen poco efecto
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inhibitorio en las protegrinas. Conservan su actividad en un amplio rango de pH, a
diferencia de las defensinas de humanos y congjos cuyo pH Optimo es entre 6.5y 7.5; las
protegrinas son activas a pH 4.5 contra bacterias acido tolerantes gram negativas, 0
levaduras (Bellm y col., 2000). Las protegrinas naturales son activas a concentraciones
micromolares, sin embargo, a concentraciones muy atas pueden generar actividad
hemolitica contra eritrocitos de humanos. Por esta razdén se han generado cientos de
andlogos de PGs con modificaciones en la quiralidad, la longitud y conformacion del
péptido, e estado de amidacion y los puentes disulfuro (Chen y col., 2000). La Tabla 1
resume la actividad antimicrobiana de las protegrinas (tomada de Herrera-Diaz, 2005).

El amplio espectro de accion de las protegrinas contra agentes infecciosos, ademas
de su eficacia para matar microorganismos de interés biomédico y su actividad en presencia
de fluidos biolégicos, las ubica como potentes antimicrobianos (Bellm y col., 2000). Sin
embargo, aln cuando se han realizado numerosos estudios de este grupo de péptidos, solo
se tiene un reporte de su actividad antimicrobiana, contra microorganismos fitopatégenos.
En un estudio de Kamysz y col. (2003) se reportd actividad antimicrobiana contra
diferentes patovariedades de Pectobacterium carotovorum (Erwinia carotovora) y

Pectobacterium chrysanthemi (Erwinia chrysanthemi Dikeya sp).
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Tabla 1. Actividad antimicrobiana de las protegrinas

. . Protegrina :
Microorganismo Gpo Enfermedad M1 C/l Cap(uig/mL ) Referencia
Streptococcus sp. G+ | Artritisy mucosistis | 0.25-4 IB367 | Cheny col., 2000.
Corynebacterium sp. G+ | Difteriay bacteriemia | 0.13-0.25 [B367 | Cheny cal., 2000.
SOC toxico, artritis, | 0.13-4 IB367 | Cheny coal., 2000.
Staphylococcus sp. G+ T ' ) '
py D meningitis 17 PG1 Steinberg y col., 1997
Moraxella sp. G- Infecc. respiratorias | 0.2-0.8 IB367 | Cheny col., 2000.
Enterococcus fecalis G+ | Asociadaamucosistis| 2.7 PG1 Steinberg y col., 1997
Streptococcus mitis G+ | Asociadaamucosistis| 2-43 IB367 | Moscay col., 2000.
Streptococcus salivarius G+ | Asociadaamucosistis| 0.2-5 IB367 | Moscay col., 2000.
Streptococcus sanguis G+ | Asociadaamucosistis| 4-64 IB367 | Moscay col., 2000.
Streptococcus mutans G+ [ Asociadaamucosistis| 0.7-1.3 IB367 | Moscay col., 2000.
Enterococcus fecales G+ | Asociadaamucosistis| 2.7 PG1 Steinbergy col., 1997
Listeria monocytogenes G+ |Listeriosis >10 PG1 Turner y col., 1998
N 8 IB367 | Cheny col., 2000;
Neisseria gonorreae G- Gonorrea ' i
'ag 0310 PGl | Shafery col., 1998
Serratia marcensens G- Asociada a mucosistis | 16-256 IB367 | Moscay col., 2000.

. ) Septicemiasy 1-8 IB367 | Cheny col., 2000;
Haemophilus sp. G neumonia 0.55 PG1 Forney y col., 2002
Klebsiella pneumoniae G- Infecc. l,J” nariasy 1-5 IB367 | Cheny col., 2000.

neumonia
; _ | Asociadafibrosis 1-8 IB367 | Cheny col., 2000;
Pseudomonas aeuroginosa | G quistica 0.5 PG1 Albrecht y col. 2002.
Burkholderia cepacia G- Qj?s‘t:i' gga fibrosis 1 6 19 PG1 | Albrechty col. 2002.
Escherichia coli G- Diarreasy septicemia | 0.25-1 IB367 | Cheny col., 2000.
Mycobacterium tuberculosis | M Tuberculosis 50 PG1 Miyakaway col., 1996.
Leptospora interrogans E L eptosporiosis 43215 PGl Sambri y col., 2002.
Borrelia sp. E Enfermedad de Lyme | 215.6 PG1 Sambri y col., 2002.
Treponema pallidum E Sifilis 32.3 PG1 Sambri y col., 2002.
. . N 4-16 IB367 | Cheny col., 2000;
Candida albicans L Candidosis 416 PG1 Yoon-Cho y col., 1998,
. . N 176-24 I1B367 | Yasiny col. 1996;
Chlamydia trachomatis P Clamidiosis 6 PG1 Chon-Cerr y col. 2003,
Tripanosoma brucei P Eﬁéggmedad del 107 PG1 Mc Gwirey coal., 2003.
Tammamuray col.,
VIH Y SIDA 10-50 PG1 1995; Seinestraesser y
col., 2005.

G +: Bacterias Gram positivas, G -: Bacterias Gram negativas, E:. espiroquetas; L:
levaduras; M: micobacterias; P: protozoarios, V: virus, VIH; virus de inmunodeficiencia
humana; SIDA: Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida; MIC: Concentracion
Minima Inhibitoria; 1Cso: Concentracion Inhibitoria del 50%.
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1.4 M ecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos

El primer paso de la interaccién entre el péptido cationico y la membrana aniénica
de un microorganismo se lleva acabo por atraccion electrostética. El segundo paso es la
permeabilizacion de la membrana. Existen dos mecanismos de accién de los péptidos
antimicrobianos; uno es conocido como €l modelo de barril, que se da por la formacién de
poros en la membrana debido a laincorporacién de los péptidos y su organizacién en poros;
el segundo modelo es el modelo de carpeta, que se da por la agregacion continua de
péptidos en la membrana bacteriana y posteriormente la ruptura de la membrana a
promoverse el paso de péptidos al interior de la célulaen un proceso autocatalitico (Fig. 3).
Al find se lisa la célula como consecuencia de un choque osmaético (Ogata y col., 1992;

Boman, 1995).

Carpet Barrel-stave

Permeabilization l Pare
y

e b
!'\\-}\ " % zf/
\1 & \ ,\:\ k;I .'_,___

A\ i ==

L ==

a) b)

Figura 3. Mecanismo de accién de | os péptidos anti microbianos:
a) Modelo de carpeta, b) Modelo de barril. Tomada de Pontusy col., (2003).
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Los péptidos antimicrobianos producen exclusivamente dafio en la membrana
celular bacteriana, pues tienen afinidad con esta debido a que la superficie de las bacterias
tiene muchos fosfolipidos con carga negativa. En contraste, |la membrana externa de las
células de plantas y animales estd compuesta principalmente por lipidos con baja carga
eléctrica, mientras que los lipidos con dta carga eléctrica solo se encuentran en la cara
interna de la membrana. Ademas, la presencia de colesterol en la membrana de las células
eucariontes le confiere estabilidad, reduciendo aun més la actividad de los péptidos
antimicrobianos (Zadloff, 2002).

La actividad antimicrobiana de las protegrinas fue caracterizada en experimentos in
vitro con defensinas purificadas. Los péptidos antimicrobianos, especificamente las
protegrinas, tienen un amplio espectro de accion microbiana en contra de bacterias Gram
positivas y Gram negativas, asi como también contra virus con cubierta lipidica y hongos.
Las concentraciones minimas inhibitorias se encuentran en un rango de 0.1-100 pg/mL
(Starner y col., 2005). Se ha observado que la resistencia bacteriana a los péptidos
antimicrobianos es un fendmeno bastante raro, no obstante puede tener lugar por la
inactivacion del péptido, la incapacidad del péptido para llegar a la diana bacteriana,
modificacion de la diana bacteriana, 0 €l uso de mecanismos de captacion-expulsion por la
bacteria. De forma general involucran la modificacion de la capa externa de la pared celular
como los lipopolisacaridos, acido teicoico, y fosfocolina (LOpezBrea, 1999; Bruno y col.,
2006). Ademés del papel de antibidticos endogenos, los péptidos antimicrobianos tienen
otras funciones que favorecen la inflamacion, la cicatrizacion y la regulacion de la
respuestainmune (Zasloff, 2002).

Hoy se sabe que los péptidos antimicrobianos no solo producen la permeabilizacion
de las membranas bacterianas, sino que poseen otras funciones como la inhibicién de la
sintesis de proteinas del ADN de la bacteria a unirse a los ribosomas, la actividad
antitumoral, la estimulacién de la proliferacion celular y la angiogénesis (Kamysz y col.,
2003).
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1.5 Aplicaciones clinicas de |os péptidos antimicr obianos

El potencia terapéutico de los péptidos antimicrobianos en enfermedades
infecciosas es muy amplio. En pacientes con quemaduras graves se ha demostrado la
pérdida de la capacidad de produccién de defensinas en la piel afectada, por o que en estos
pacientes las infecciones recurrentes son muy comunes Y en ocasiones, se convierten en
complicaciones mortales. Se ha observado que la aplicacion de defensinas por viatépicaen
estos pacientes disminuye hasta en un 90% las infecciones recurrentes, ademas de que la
aplicacion de los péptidos antimicrobianos induce una mejor cicatrizacion debido a que
algunos péptidos antimicrobianos como las protegrinas, en especia la LL-37, estimulan la
proliferacion de las células epiteliales ademés de su efecto antimicrobiano (Milner y col.,
2002). De igua forma se ha encontrado que las protegrinas y las defensinas, son eficaces en
contra de Helicobacter pylori y Mycobacterium tuberculosis Dada, su importancia en
infecciones recurrentes es conveniente estudiar e papel de los péptidos antimicrobianos
contra estos microorganismos mas afondo (Bruno y col., 2006).

El amplio espectro de accion de los péptidos y la bagja incidencia de resistencia
bacteriana a los mismos, los sitllan como candidatos importantes para la investigacion y
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos. Su baja toxicidad, asi como la posibilidad de
una administracion tépica o sistémica, les dan una ventaja sobre otros antibioticos (Bruno y
col., 2006). Actualmente se han producido con gran éxito péptidos como los lantibiéticos,
que se han expresado tanto en bacterias como en hongos (Sahl y Bierbaum, 1998), y en
bacterias es necesario introducir € gen de inmunidad para evitar afectar €l crecimiento de la

cepa receptora del transgeén.

1.6 Uso de la agr obiotecnologia para la transformacién de plantas

La manipulaciéon genética de plantas ha sido posible desde hace més de 20 &fios,
cuando se logro por vez primera introducir genes foraneos a genoma de las plantas por €l
grupo del doctor Montagu (Herrera-Estrella y col., 1983). La produccion heteréloga de
proteinas en plantas ofrece ventgjas con respecto a otros sistemas como lo siguiente: (1)

bajos costos de produccion en comparacion con biorreactores, 6 animales transgénicos, (2)
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la purificacion de la proteina heteréloga es econdmica y en ocasiones no es necesaria, (3) se
evitan contaminaciones por toxinas o secuencias virales que pueden tener otros sistemas
(Giddings, 2001).

A la fecha se han descrito diferentes estrategias para la transformacion de plantas,
como la transformacion nuclear mediante Agrobacterium tumefaciens, uso de vectores
viraes ¢ utilizando métodos fisicos como biobalistica o quimicos como polietilenglicol
(PEG). En estudios mas recientes ha sido posible introducir material genético a organelos,
como los cloroplastos (Maliga, 1993).

1.7 Utilidad del cultivo de tgjidos en la transfor macion vegetal

El Cultivo de Tgidos Vegetales (CTV) es un término amplio que se refiere d
cultivo de células, tgidos u érganos de plantas en condiciones asépticas, en medios de
cultivo sintéticos y en condiciones ambientales controladas (Doods y Roberts, 1982). Esta
tecnologia se basa en el concepto de que una célula es una unidad auténoma y totipotencial,
lacual al ser separada de un organismo multicelular puede crecer, dividirse, diferenciarsey
organizarse en tegjidos, organos y finalmente en una planta completa, si se le coloca en un
medio de cultivo adecuado con reguladores de crecimiento, nutrientes y en condiciones
ambientales controladas.

La técnica de CTV permite e crecimiento de tegjido celular indiferenciado
denominado “callo”, € cua consiste en una masa amorfa formada por células con
adelgazamiento de la pared celular y procedentes de la proliferacion de células de tejidos
afines. Un callo se forma, frecuentemente, a partir de un explante de cotileddn, tallo o raiz,
utilizando para la induccion del tgido reguladores de crecimiento o fitohormonas La
produccion de calo no sdlo es Util para € estudio in vitro de los cultivos sino que
igualmente representa una forma de conservar y propagar material vegetal.

El CTV se presenta como una dternativa biotecnolégica importante para la
propagacion y transformacion de tegjido vegetal, a cua se le puede introducir genes
foréneos de diferentes fuentes (animal, bacterianos, vira) y conferir nuevas caracteristicas
heredables al material vegetal bajo estudio.
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La metodologia presenta las siguientes ventgjas: a) permite controlar rigurosamente
las condiciones de luz, temperatura y estado nutricional; b) las células estan en estrecho
contacto con el medio y por lo tanto directamente expuestas a cambios en la composicion
del medio de cultivo, como la seleccién con antibidticos, etc.; ¢) un cultivo celular permite
la eliminacién de todas |as respuestas, excepto aquellas que son operativas a nivel celular;
d) e crecimiento es independiente de las fluctuaciones estacionales del medio ambiente,
(Hernandez y Garcia, 1999).

La transformacion de plantas involucra la utilizacion de un explante (parte de una
plantd), y la regeneracion de una planta completa a partir de éste (Maliga, 2004). Se han
descrito dos vias de regeneracion de plantas a partir de un explante, los cuales se conocen
como embriogénesis somética y la organogénesis. La organogénesis es un proceso de
formacion in vitro de 6rganos como tallos, hojas y raices. Por |o general, bgjos niveles de
auxinas y atos niveles de citocininas conducen al desarrollo de brotes, que después generan
raices en un medio carente de reguladores de crecimiento (Trigiano y Gray, 2000). Por otro
lado, la embriogénesis somética consiste en la induccién de embriones a partir de células
sométicas. Esta via es comUnmente inducida con altas concentraciones de auxinas, que
promueven la formacion de proembriones. La maduracién a embrionesy su germinacion se

logra omitiendo los reguladores del medio de cultivo (Herrera:Diaz, 2006).

1.8 Transformacion de cloroplasto

1.8.1 Organizacién del genomay principios de la transformacion de cloroplasto

En la célulavegetal existen tres compartimentos membranosos donde se conserva el
material genético en forma de ADN. Dichos compartimentos corresponden a nucleo,
mitocondria y cloroplasto, este Ultimo con caracteristicas altamente especializadas en €l
metabolismo celular. El cloroplasto es responsable de la fotosintesis, produccién de un gran
nimero de productos, y la sintesis de una gran variedad de moléculas requeridas para la
arquitectura y funciones basicas de la célula vegeta (Buchanan y col., 2000). El
cloroplasto, a igua que la mitocondria es un organelo semi-autobnomo y contiene la
maquinaria genética requerida para la sintesis de sus propias proteinas, |0 que le da a su

genoma caracteristicas particulares muy distintas a las del genoma nuclear. El genoma de
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cloroplasto puede tener de 1,000 a 10,000 copias de su genoma (Maliga, 2003), por ta
caracterigtica los genes a estar en gran nimero de copias, su expresion, resulta en una
abundancia de los transcritos y una alta acumulacién de proteinas en € cloroplasto (Mc
Bride, y col., 1995), de hasta aproximadamente 46% de proteina total soluble (De Cosa y
col., 2001). A diferencia del nicleo, en e cloroplasto su expresién génica no esta
estrictamente regulada, y ademés, que en e genoma de cloroplasto no se han descrito
fendmenos de silenciamiento de genes (Sidorov y col., 1999).

El ADN dd cloroplasto (cpDNA) tiene forma circular, esta constituido por una
doble hebra superenrrollada, y no existen proteinas con funciones de compactacion, como
es el caso de las histonas de los cromosomas nucleares. EI cpDNA es una molécula de
tamarfio variable, desde 120 kb hasta 220 kb (Palmer, 1985). La organizacion de los genes
en e cloroplasto es de una forma particular, ya que contiene los genes para producir cada
uno de los rRNA de los ribosomas tipicos del cloroplasto (16S, 23S, 4.5Sy 5S) (Harris y
col., 1994). También contiene genes para los tRNA, y genes que codifican algunas
proteinas requeridas en los procesos de transcripcion y traduccion dentro del cloroplasto o
requeridas para la fotosintesis. Algunas de las proteinas con funciones dentro del
cloroplasto son codificadas en € ADN nuclear, sintetizadas en e citoplasma y
posteriomente transportadas cloroplasto, por [0 que existe un mecanismo de transporte de
proteinas hacia dentro y fuera del cloroplasto (Buchanan y col., 2000).

El genoma del cloroplasto contiene dos copias de cada uno de los genes para la
produccion de ARN de transferencia. Los de tRNA se localizan en dos regiones del cpDNA
de 10 a 25 kb, con secuencias repetidas idénticas pero con orientacion invertida que se
conocen como LIR y RIR (Daniell y col., 2004). Lo anterior se presenta como una
alternativa en € disefio de vectores para la insercion y expresion de genes sintéticos por
recombinacion homdloga con la finalidad de expresar una proteina recombinante.

Hasta é momento se han logrado secuenciar 82 genomas de cloroplastos de diversas
especies vegetales y algas, |0 que abre una amplia ventana de estudio sobre la expresion de
proteinas heterdlogas en diversas especies, usando como modelo de expresion €l genoma de
cloroplasto (Cui y col., 2006).

En generd, la transformacién de cloroplastos para la expresion de proteinas de

interés terapéutico se presenta como una dternativa importante en la megora de la

Capitulo 1 15



1 ntroduccién: Omar Patifio Rodriguez

produccion de proteinas recombinantes (Sytnik y col., 2005). La técnica involucra la
insercién de genes foraneos flanqueados por secuencias homblogas del genoma de
cloroplasto, que facilita la recombinacién y lainsercion sitio especificadel ADN foraneo en
el genoma de cloroplasto.

1.8.2 Disefio de vectores para la transformacion de cloroplasto

L os vectores de expresion para la transformacion de cloroplasto son similares a los
vectores de expresion de otras especies; es necesario que se introduzca a la secuencia
gendémica de cloroplasto un gen que confiere resistencia a algun agente quimico, junto con
el gen que se desea expresar, ambos regulados por promotores fuertes que dependen de la
especie vegeta que se use. Comunmente se usan genes hicistronicos con ambos genes
regulados por un solo promotor, pero también se usa la co-transformacion usando en un
vector el gen de resistencia y en otro vector €l gen de interés, 1o cua puede facilitar la
eliminacion del gen de resistencia si es necesario (Maliga, 2003). Los genes de resistencia
mas utilizados son € rrn 16, que confiere resistencia a la estreptomicina, y también es muy
comun € gen aadA gue codifica para la aminoglicosido 3'-adeniltransferasa, enzima que
inactiva la espectinomicinay laestreptomicina (Maliga, 2003). Las clonasde plantas con el
genoma de cloroplasto transformado (transplastdmicas) son identificadas por su capacidad
para crecer en el medio de seleccidn, por lo que es de suma importancia prepararo
adecuadamente. Ademas es importante considerar que el gen de resistencia puede perderse
al quitar €l agente de seleccion del medio de cultivo (Staub y Maliga, 1995), lo que da
mayores ventgjas en la aplicacion tecnol 6gica de la transformacion de cloroplastos.

En muchos de 1os métodos de transformacion es necesario que el vector introducido
a la célula tenga sitios de recombinacion homdloga que flanquean la region de clonacion
dd gen deinterés (O’ Neill y cal., 1993), laintegracion del gen a genoma del cloroplasto es
sitio-especifico, por 1o que se asegura solo la transformacion del genoma de cloroplasto y
no € genoma nuclear (Koop y col., 2004). El gen foraneo es finalmente introducido dentro
de las secuencias de repetidos invertidos que posee el genomadel cloroplasto (IR) (Maliga,
2003); la integracion en este sitio es seguida del fendmeno de correccion de copias

duplicadas del transgén introducido dentro de otros repetidos invertidos (Fig. 5). Tanto el
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disefio del vector como la optimizacion de codones mediante genes sintéticos para mejorar
la traduccién de la secuencia en € sistema vegetal, son de vital importancia para la correcta

expresion de la proteina recombinante en €l cloroplasto.

WT cpDNA

Wild-Type

pPADCt

cpDNA 16S [lmiy Genl | Gen2 . O3S

transformado

Correccion de Copia

Figura 4. Transformacion del genoma de cloroplasto por dos eventos de recombinacién homdloga. Los
segmentos incluidos en el vector corresponden a regiones honblogas presente en el genoma de cloroplasto
denominadas repetidos invertidos (LIR, RIR), respectivamente, posterior al evento de transformacion se lleva
acabo el fendbmeno de correccién de copia que involucra la duplicacién del o los genes en el otro repetido
invertido (Daniell y col., 2004).

1.8.3 M étodos de transformacion de cloroplastos

Las distintas técnicas de transformacion de células vegetales se dividen en directas,
o indirectas. Las técnicas directas se basan en introducir a ADN modificando la
permeabilidad de la célula, dentro de las cuales destacan la electroporacion, uso de agentes

guimicos como polietilenglicol, microlaser, microinyeccién, ultrasonido o bombardeo. Las
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técnicas indirectas se basan en utilizar vectores biol 6gicos, como Agrobacterium o virus, o
bien el uso de vectores introducidos en particulas no biolégicas como o son los liposomas.
Las digtintas técnicas se usan tanto para transformacion nuclear como para la
transformacion de cloroplastos, solo que para la transformacién de los cloroplastos hasta €l
momento se han usado técnicas directas, como la transformacion por bombardeo de
particulas, transformacién via protoplastos y transformacién por microinyeccion (Maliga,
2003).

En la siguiente Tabla se muestran los resultados de la transformacion de plantas

superiores.
Tabla 2.Transformacién de cloroplastos de plantas superiores
Species M étodo Resultado Referencia
N. tabacum (tabaco) | Biobalistica/ I ntegrado/homoplésmico Svaby col., 1990;
PEG Goldsy col., 1993.
N.  plumbaginifolia | PEG Transitorio/ O Nell y coa., 1993;
(tabaco) I ntegrado/homopl &smico Sporleiny col., 1991,
Lycospersicum Biobalistica I ntegrado/homopl dsmico Ruf y col., 2001.
esculentum(tomate)
Solanum  tuberoum | Biobalistica Transitorio/ Hibberd y col.,1998; Sidorov
(papa) I ntegrado/homopl asmico y col., 1999,
D. carota | Biobalistica Transitorio/ Hibberd y col.,1998;
(zanahoria) I ntegrado/homopl asmico Kumary col., 2004a.
Oriza sativa (arroz) Biobalistica I ntegrado/homopl asmico Khany Maliga, 1999.
G. hirsutum | Biobalistica I ntegrado/homopl asmico Kumary col., 2004b.
(algodén)
Glysine max (soya) Biobalistica I ntegrado/homopl asmico Zhang y col., 2001
Dufourmantel y col., 2004.
Lesqguerellafendleri | Biobalistica I ntegrado/homopl asmico Skarjinskaiay col., 2003.
Arabidopsisthaliana | Biobalistica I ntegrado/homopl asmico Sikdary col., 1998.
L. sativa (lechuga) PEG I ntegrado/homopl asmico Lelivelty cal., 2005.

Modificado de Heifetz, (2000)

1.8.3.1 Transformacion por bombardeo de particulas

El bombardeo con microparticulas para la introduccion de ADN en las cdlulas fue

una técnica desarrollada en 1987 por Sanford y sus colaboradores que le dieron el nombre
de “biolistica’, o bien, balistica bioldgica. El sistema consiste en disparar microparticulas

de aproximadamente 1 um de diametro, cubiertas con ADN hacia tegjidos o células
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vegetales (Rusell y col., 1992). En los primeros experimentos se usaron particulas de
tungsteno aceleradas con un dispositivo a base de pdlvora (Klein y col., 1988). El dafio
celular es uno de los principales factores que dificultaron, la recuperacion de plantas con
transformacion estable, ya que tanto e trauma fisico causado por € impacto del gasy €
chogue acustico como la toxicidad del tungsteno contribuian a este dafio celular y reducian
la eficiencia de la transformacion. La técnica fue mejorada usando particulas de oro y un
acelerador de particulas con flujo de helio (Rusell y col., 1992; Kim y Minamikawa, 1996).

Esta metodologia de transformacion tiene ciertas limitaciones. Algunos tejidos
oponen una resistencia natural a la peretracion de las particulas, dada por cuticulas
endurecidas o paredes celulares lignificadas. Sin embargo, € principa problema del
método contintia siendo la baja relacién entre el total de células sometidas al bombardeo y
el nimero de células que logran incorporar de manera permanente y estable la informacion
genética transferida. A pesar de esta desventgja, la versatilidad de la aceleracion de
particulas para introducir transgenes ha superado muchas de las barreras asociadas a otros
métodos de transformacion.

El método de biobalistica ha sido reportado como € megor méodo de
transformacion de organelos como mitocondrias y cloroplastos, ademas de ser un método
de transformacion casi universal (til para una gran variedad de organismos principa mente
monocotiledoneas (Daniell y col., 1999). La biobalistica ha sido utilizada con éxito para
producir plantas transgénicas a partir de una gran variedad de tejidos vegetales, entre los
que se incluyen hojas, meristemos, embriones en desarrollo, embriones maduros, @llos
embriogénicos, suspensiones celulares, entre otros. Los logros més sobresalientes en la
generacion de plantas transgénicas por medio de este método, incluyen especies de gran
importancia econdmica como son la soya, € maiz, € arroz, € sorgo, la papaya, la cafa de

azUcar, € trigo y €l esparrago.
1.8.3.2 Transformacion via protoplastos
La introduccion y expresion de ADN foraneo en protoplastos fue € primer método

de transferencia directa claramente demostrado en plantas y esto se debié a que se

disponia, para algunas especies, de procedimientos eficientes para la regeneracion a partir
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de protoplastos. La transformacion de protoplastos mediada por polietilengligol (PEG) es el
método més comunmente usado.

En un inicio se requiere la preparacion del protoplasto (célula vegetal sin la pared),
los protoplastos se fusionan mediante el PEG, y de esta manera se obtienen hibridos, que
finalmente por recombinacién homdloga con € vector que contiene € cassette de
expresion, se obtienen células transgénicas (O’ Neill y cal., 1993). Su principio implica que
el cloroplasto adquiere el ADN foraneo en presencia de PEG por cambios en la
permeabilidad de la membrana plasmética, de forma que este entra a citoplasma y se
transporta a cloroplasto donde se aflade como parte integra de su genoma (Potrykup,
1990). Este método se presenta como una buena alternativa en la transformacion de
cloroplastos, pero la regeneracion de una planta completa a partir de los protoplastos en

algunas ocasiones no suele ser muy eficiernte.

1.8.4 Sistemas de eliminacion del gen de resistencia

En muchas ocasiones, después de obtener una planta transgénica se requiere
eliminar & gen de resistencia y tener una planta que solo exprese la proteina de interés. El
primer méodo desarrollado para eliminar e gen de resistencia, involucra e uso de
secuencias repetidas que flamgueen el gen de seleccion, de manera que este pueda perderse
a formarse un “loop” (lamtham y Day, 2000). Este sistema presenta una grave dificultad,
debido a que la trarsformacion y la eliminacion del gen de seleccién puede llevarse a cabo
casi simultdneamente, lo que congtituye una pérdida de transformantes al seleccionar
positivamente con antibidtico (Maliga, 2002). En & caso de la transformacion de
cloroplasto, se ha descrito que e gen de seleccién puede eiminarse de una forma eficiente
al incluir en e vector los sitios de ADN repetidos (aproximadamente 174 pb) que flangueen
el gen, de modo que a desarrollar las plantas en ausencia del antibidtico, € gen de
seleccion puede ser eliminado por recombinacion homdloga (Fig. 6). Otro método
desarrollado para eliminar €l gen marcador es usando un gen que no codifique funciones de
resistencia a antibiéticos. Un gemplo es usar un gen de la espinaca que codifica para la
enzima betaina aldehido deshidrogenasa, la cua esta presente en e cloroplasto de un

nimero limitado de plantas, cuya funcion es convertir la betaina aldeido (compuesto
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toxico) a glicina betaina (producto no toxico), la seleccién positiva de las transformantes se
puede realizar a adicionar betaina aldehido al medio de cultivo (Buchanan y col., 2000).

Cp DHA  Selectable marker Ci DHA

Target Gen

DHA repeat
(174 pb)

!

Cp DHA +

Marker gene elimination

Target Gen

Figura 5. Representacion esquemética del sistema de eliminacion del gen de resistencia. Posterior a la
introduccién de los genes a genoma del cloroplasto mediado por recombinacion hombloga, las células
transformantes se seleccionan con la resistencia al antibiético adecuado. Después de seleccionar las
transformantes se elimina el agente de seleccion del medio de cultivo y el gen de resistencia se pierde por otro
evento de recombinacién hombdloga (Daniell y col., 2004).

1.8.5 Aplicaciones de la transformacion de clor oplastos

La transformacion de plantas, se presenta como una excelente aternativa para €l
estudio de los mecanismos moleculares de la fisiologia vegetal, asi como la produccién de
proteinas recombinantes de interés bioldgico. En un inicio la transformacion nuclear ofrecid
una serie de ventgas para e estudio de los mecanismos reguladores de la expresion de
genes en la célula vegetal, 1o que hizo posible la vaidacion directa de hipotesis que habian
sido imposibles o muy dificiles de resolver utilizando otros métodos (Birch, 1997). Sin

embargo resultd ser desfavorable €l uso de esta metodologia para la expresion de proteinas
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recombinantes de interés terapéutico o biotecnoldgico no ha sido muy exitoso, ya que la
transformacién nuclear esta sujeta a una serie de procesos de silenciamiento y fendmenos
muy complejos de regulacion génica (Sidorov y col., 1999; De Cosa y cal., 2001). Es por
eso que la transformacién de cloroplastos se presenta como una interesante alternativaen la
produccion de proteinas recombinantes asi como para € estudio de los genes del
cloroplasto y para entender los mecanismos moleculares involucrados en la fotosintesis y €l
metabolismo celular.

Las aplicaciones de la transformacion de cloroplasto en la investigacion se pueden
resumir en las siguientes:

a) Estudio de procesos de regulacion de la fotosintesis.

b) Introduccion de genes para el estudio de procesos moleculares.

c) Estudio de los mecanismos de defensa contra patdgenos propios de la planta.
d) Estudio de los efectos de estrés abidtico.

€) Estudio de los procesos de desarrollo.

De igual forma la transformacion de cloroplastos ofrece un sin numero de ventajas
que le confieren a método gran versatilidad y expectativa de desarrollo. Asi, € genoma de
los plastidos se ha convertido en un blanco atractivo para la ingenieria genética ya que esta
tecnologia ofrece una serie de ventajas sobre la transformacion del genoma nuclear (Diaz y
col., 2003):

1.- Se pueden obtener atos niveles de expresion de los transgenes y elevados
niveles de acumulacion de las proteinas codificadas por ellos hasta el 46% de las proteinas
solubles totales (PTS). Cabe hacer notar que & nivel de acumulacion observado a partir de
transgenes nucleares es generalmente inferior al 1% de PTS.

2.- Es posible expresar transggnes en un sistema tipo “operdén’, con varias
secuencias codificantes bajo € control de un mismo promotor.

3.- No se observa efecto de posiciéon debido a que la integracion del transgen et
dirigida a un sitio particular del plastoma. Esto hace que no sea necesario obtener una gran
poblacién de transformantes, a diferencia de o que ocurre con las plantas transgénicas
nucleares.

4.- No se observa silenciamiento de transgenes.
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5.- Paralas especies que tienen transmision materna de los pléstidos (la mayoria), se
minimiza la dispersion de los transgenes por €l polen debido a la ausencia de transmision
de pléstidos por € mismo.

6.- A pesar de la naturaleza eminentemente procariota del sistema genético de los
plastidos, se ha demostrado que estos organelos pueden procesar proteinas eucariotas
permitiendo su correcto plegamiento y la formacion de puentes disulfuro gracias a la

presencia de proteinas como las chaperonas y sistemas enziméticos enddgenos.

1.9 Usos comer ciales de la produccién de proteinas recombinantes

Los usos comerciales en la produccién de proteinas recombinantes es evidente, ya
que la facilidad de crecimiento de algunas especies vegetales favorece obtener grandes
cantidades de plantas transgénicas en un determinado tiempo, ademas que no se requiere
personal capacitado para la produccion a gran escala, o cual reduce costos, y aumenta las
posibilidades de la produccién de proteinas que requieran procesos postraduccionales
(ensamblgje adecuado y formacion de puentes disulfuro). Ademas la purificacion de las
proteinas suele ser mas econdémica que en bacterias (Daniell y col. 2004).

L os beneficios parala salud de los animales para consumo humano, son inminentes,
en la medida que sea posible producir vacunas y hormonas de crecimiento en sistemas
vegetales. Actualmente, los animales reciben mdltiples tratamientos, para mantener una
salud optima y una alta eficiencia de alimentacion lo cual es inconveniente, ya que provoca
estrés en € animal y puede causar algun dafio en la carne o baja calidad en e producto
|&cteo.

A través de la modificacion de una planta para expresar vacunasorales u hormonas,
puede ser posible que se eviten estos problemas, ya que es mas atractivo el consumo de
vegetales para vacunarse o ingerir hormonas que recibir una vacuna via intramuscular. De
igual forma la metodologia es atractiva para la produccion de vacunas humanas,
antibioticos y hormonas humanas, entre otros.

En genera la transformacion de cloroplastos se presenta como una interesante
alternativa en la investigacion basica y en la produccion de proteinas recombinantes de

interés terapéutico, a pesar de que esta tecnologia es nueva, muchos investigadores se han
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dedicado a demostrar la estabilidad de la transformacién de cloroplastos (Kanamoto y col.,

2006). La enorme variedad de genomas secuenciados de cloroplasto, asi como la amplia

posibilidad de encontrar modelos de expresion adecuados abre la posibilidad de producir a

gran escala, hormonas, antibiéticos y vacunas, con la transformacion del cloroplasto. Los

altos niveles de expresion de la proteina, asi como la eliminacién subsecuente del agente de

seleccidn afladen a esta metodol ogia una mayor posibilidad de desarrollo agran escalay de

Su uso en la investigacion bésica.

Una desafortunada desventgja es que en los cloroplastos no se lleva acabo la

glicosilacion de proteinas Maliga y col., 2003), pero se puede propiciar € transporte y

almacenamiento en el reticulo endoplasmico donde todos los procesos postraduccionales

pueden llevarse acabo.

Tabla 3. Produccién heterdl oga de péptidos antimicrobianos en plantas.

Especie Péptido Origen del Organismos Referencia
transformada utilizado Péptido sensibles
Tabaco Cecropina B Hyalophora Pseudomona Florack y col., 1995.
cecropia(l) syringae
Papa Cecropina B H. cecropia(l) Erwinia sp. Allefsy col., 1995.
Tabaco Rs-AFP2 Raphanus Alternaria Eppley col., 1997.
sativus (P) longpipes
Tabaco Cecropina B Hyalophora Pseudomona Jaynesy coal., 1993.
cecropia (l) solanacearum
Tabaco a-Tionina Hordeumvulgare | Pseudomona Carmonay col.,
(3] syringae pv.| 1993.
syringae
Tabaco D4E1l Sintético A. flavus, Cary y col., 2000.
Verticillium
dahliae,
Colletotrichum
destructivum
Arabidopsis RsAFP2 Raphanus sativus | Fusarium Francoisy coal., 2002.
DmAMPI- Dahlia  merckii | culmorum
P
Tabaco Esculentin-1 Rana esculenta | P. syringae pv. | Pontiy col., 2003.
(A) Tabaci;
P. aeruginosa
Papa Cecropina- H. cecropia E. carotovora; | Osusky y col., 2000.
Melitina Apis mellifera Fusarium sp,
() Phytophtorasp
Tomate af-AFP Medicago sativa | Verticillum Gaoy col., 2000.
P dahliae
Rosa Ace-AMP1 Allium cepa Sphaerotheca Liy col., 2003.
P) pannosa
P: Planta; I: Insecto; A: Anfibio.
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Los estudios iniciales que se han llevado a cabo sobre la transformacién de
cloroplastos, constituyen un primer paso en € desarrollo de una tecnologia emergente que
requiere de afios para madurar. La comercializacion de esta tecnologia depende de la
viabilidad de la produccion asi como la purificacion de las proteinas recombinantes que
ademas tengan un control de calidad adecuado.

En estudios recientes, la produccion heteréloga de péptidos en plantas se presenta
como una aternativa interesante para generar modelos vegetales capaces de expresar una
ata cantidad de proteina recombinante (Kanamoto y col., 2006). DeGray y col. en e 2001,
fueron capaces de expresar péptidos antimicrobianos en e cloroplasto de tabaco, para
controlar hongos y bacterias fitopatdgenas, observando una expresion de la proteina por
arriba del 46% de la proteina total soluble. De igual forma FernandezSan Millan y col.
(2003), expresaron abumina de humano en € cloroplasto de tabaco observando una
expresion de la proteina de aproximadamente de el 11.1%. Recientemente (Kanamoto y
col., 2006), lograronrealizar una transformacién estable de los cloroplastos de lechuga con
el gen reportero de GUS (gfp), y se encontrd una acumulacion de aproximadamente 36% de
la proteina total soluble.

Segun lo descrito por Daniell y col. (2004), parallevar acabo una transformacion de
cloroplastos exitosa, es necesario contar con un vector bien disefiado. Es necesario tomar en
cuenta cada uno de los factores que influyen en la expresién de proteinas en cloroplasto, la
estabilidad del mensgjero, la orientacion y €l tipo de promotor, asi como las secuencias de
recombinacion homologa que posee € vector. En este sentido se han disefiado un gran
nimero de vectores, los cuales son patentados para su uso en la expresion de proteinas
heterélogas en plantas. En € 2001, Zhuong y Koop disefiaron un vector que posee las
caracteristicas de tener |os sitios de recombinacién homaéloga para cloroplasto de tabaco. La
estrategia para generar € vector fue amplificar las regiones de los trnR y trnN, para
posteriormente subclonarlos y obtener finalmente un vector para la transformacion de
cloroplastos de tabaco, Ilamado: pKCZ. Del mismo modo Herrera-Diaz (2005), fue capaz
de generar vectores monocistronicos para € co-bombardeo de tabaco utilizando como base
el vector de transformacion e pKCZ e cual modificO agregandole un promotor de

cloroplasto y regiones que potencian la traduccién. La estrategia de Herrera-Diaz fue
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bombardear en vectores separados, € gen de resistencia a espectinomicinay € gen de la
Protegrina 1 (PG1), por lo que se esperaba que la integracion de los genes, fuera en cada
uno de los repetidos invertidos, de esta forma, poder tener en un repetido invertido (IR) €
gen de seleccidn, y en @ otro IR e gen de la protegrina. Lo anterior presenta la desventgja
de que podria integrarse solo uno de los genes bombardeados, por 10 que se podian perder
en la seleccién con antibidtico, plantas que solo hayan integrado € gen de la protegrina, asi
como obtener brotes transformantes que solo tengan € gen de seleccion de
espectinomicina. Segun lo reportado por Maliga (2003), la expresion de genes bicistronicos
en cloroplastos resulta en una eficiente expresion del gen de interés, debido a que la
regulaciéon de ambos genes estd dada por un solo promotor constitutivo, que tiene
funcionalidad en cloroplasto, de este modo |las plantas que sean capaces de crecer en medio
selectivo, resultaria en una evidente integracion del gen de seleccion y por o tanto del gen

de interés.

1.10 Caracteristicas del modelo vegetal Lactuca sativa (lechuga)

La lechuga es una planta herbacea, dicotiledonea que pertenece a la familia de las
compuestas. Es una planta originaria de Europay Asiay ha sido cultivada por méas de dos
mil afios (Claridades Agropecuarias, 1999). Los principales paises productores de lechuga
son paises Europeos y los Estados Unidos. En México se cultiva principalmente en Puebla
y Guangjuato y en menor escala en Bga California, San Luis Potosi y Zacatecas
(Claridades Agropecuarias, 1999). La lechuga es fuente de fosforo, hierro, sodio, potasio,
calcio, magnesio, acido ascorbico, y vitaminas A, C, E, B1, B2y B3. Una de las ventgjas de
la lechuga es que la parte consumible de la planta son las hojas que pueden consumirse sin
coccion previa, ademéas que es una planta de rapido desarrollo, por lo que se obtiene un

producto comestible y comerciable en un corto tiempo (Herrera-Diaz, 2006).

1.10.1 Expresion de proteinas recombinantesen cloroplastos de lechuga

En estudios recientes sobre la produccion de proteinas heterdlogas en cloroplasto, se
ha propuesto a la lechuga como un interesante modelo de expresion (Kanamoto y col.,
2006, principa mente por sus caracteristicas de consumo, su facil crecimiento y cultivo, asi
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como su amplia distribucion y facil transporte. Como se menciond anteriormente, con la
produccién de proteinas recombinantes en cloroplasto se puede llegar a ser de un 46 % de
proteina total soluble (De Cosay cal., 2001), ademas de las ventgjas que engloba la fécil
purificacion de la proteina y La produccién a gran escala de plantas como la lechuga. Todo
esto hace a la lechuga un modelo atractivo para la produccion de proteinas recombinantes,

y por tal motivo decidimos utilizarlo como una interesante alternativa para la produccion de
protegrinas.
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1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Obtener calos transplastébmicos de lechuga que expresan protegrinas

biol 6gicamente activas.

2.2 Objetivos especificos

1. Construir vectores bicistronicos con genes de protegrinas y marcador de seleccion

para transformacion de cloroplastos de tabaco y lechuga.

2. Determinar s las construcciones son funcionales en Escherichia coli.

3. Transformar cloroplastos de lechuga y tabaco por biobalistica con las

construcciones generadas.

4. Determinar s los genes se integraron por recombinacion homologa en el sitio
especifico del genoma del cloroplasto.

5. Determinar s las protegrinas expresadas en lechuga poseen actividad

antimicrobiana contra bacterias patégenas de humanos.
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I11. JUSTIFICACION

L as enfermedades infecciosas son |as primeras causas de muerte a escala mundial al
fina del milenio, segiin lo reportado por la OMS (2000). Una aternativa importante para
combatir las enfermedades infecciosas son los péptidos antimicrobianos, dentro de los
cuales las protegrinas se presentan como una interesante alternativa para combatir dichas
enfermedades. Las protegrinas (PG), son péptidos de la familia de las catelicidinas, ricos en
arginina y cisteina. Las protegrinas conservan su actividad en presencia de NaCl a
concentraciones fisiolégicas, asi como en presencia de cationes divalentes. Ademas
conservan su actividad en un amplio rango de pH, a diferencia de las defensinas de
humanos y conejos donde e pH Optimo es entre 6.5 y 7.5, las protegrinas son activas a pH
4.5 contra bacterias acido tolerantes gram-negativas o levaduras. De igua forma las
protegrinas naturales son activas a concentraciones micromolares. Por tal motivo es
importante establecer sistemas para su produccion, y la expresién de proteinas en
cloroplasto es uno de los sistemas con ventgjas prometedoras. La manipulacion genética de
plantas, ha sido posible desde hace varias décadas cuando € grupo del Dr. Montagu logré
por vez primeraintroducir genes foraneos al geroma de las plantas (Herrera-Estrella y col.,
1983). La produccion heteréloga de proteinas en plantas ofrece ventgjas con respecto a
otros sistemas como: bajos costos de produccion en comparacion con biorreactores, 0
animales transgénicos; la purificacion de la proteina heteréloga es econémica y a veces no
€S necesaria; se evita contaminacion por toxinas o secuencias virales que pueden tener otros
sistemas (Giddings, 2001). La introduccion de material genético y expresion de proteinas
en cloroplastos (Maliga, 1993), posee diversas ventgjas con respecto a la transformacion
nuclear: (1) Contiene de 10-100 copias de genoma por plastido, (2) Los niveles de
produccion de proteina recombinante son altos (>15% PTS), (3) Es posible expresar genes
en forma de operdn, (4) No se ha reportado silenciamiento de genes. La lechuga como
modelo de expresion, permite obtener plantas transgénicas en tiempos cortos, que se comen
sin procesamiento térmico. Con base en lo anterior en € presente trabajo nos enfocamos a
transformar el gnoma de cloroplasto de lechuga con genes bicistrénicos, para sobre-
producir tres protegrinas de origen porcino (PG1, PG3cc, PGIB367) mediante € uso de
genes sintéticos optimizados para expresarse en €l cloroplasto de lechuga.
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IV. MATERIAL Y EQUIPO

4.1 Material biolégico

Material biolégico

Fuente

Escherichia coli

Top 10 F: F {laclq Tn10 (TetR)} mcrA .(nrr-
hsdRMSmcrBC) F80lacZ.M15 .lac? 74 recA 1
deoRaraD139 .(ara-leu)7697 galU galK rpsL
(StrR) endA 1 nupG

Donadas por € Dr. Gerardo
Arguello Astorga del Instituto
Potosino de Investigacion
Cientificay Tecnoldgica

Escherichia coli

DHE& F / endAl hsdR17 (ry mc*" ) supE44 thi-1
recAl gyrA (Nal") relA1D (laclZYA-argF)U169
deoR (j 80dlacD(lacz)M15)

Donadas por €l Dr. S.S. Korban de
la Universidad de Illinois en

Urbana-Champaign, U.S.A.

Semillas de Tabaco (Nicotiana tabacun) SR1
variedad Petite havana

Donadas por @ Dr. S.S. Korban de

laUniversidad de Illinois en
Urbana-Champaign, U.S.A.

Semillas de lechuga (Lactuca sativa).Variedad
Green Wave

Donadas por € Dr. Maseru
Nakano de la Universidad de
Niigata de Japdn
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4.2 Vectores utilizados

Vector y caracteristicas

Fuente

pADCt-6: Vector para la transformacion de
cloroplastos de lechuga. Contienen sitios para
recombinacionentre los genes trnA y trnl, en la
region de repetidos (IR), contienen un sitio
anico de clonacién con la enzima Pwull que
genera sitios romos.

Donado por € Dr. Amit Dhingra de
Washington State University, U.S.A.

pKCZ: Vector para la transfamacion de
cloroplastos de tabaco. Contiene dtios para
recombinacion entre los genes trnR-ACG y
trnN-GUU, en laregién de repetidos invertidos
(IR), incluye un cassette de expresion del gen
aadA bgjo € promotor Prrn y & terminador
rbcL3'.

Donado por & Dr. Hans-Ulrich Koop
del Instituto de Botanica de la
Universidad de Munich, Alemania,
mediante € Dr. S.S. Korban de la
Universidad de Illinois en Urbana
Champaign, U.SA.
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4.3 Reactivosy suplementos

| Reactivo I Mar ca |

Acido 2 4diclorofenoxiacético (2,4-D) Phyto Tecnology Laboratory.
U.SA.

Acido ascorbico Sgma Chemicd  Company.
U.SA.

Acido borico Sigma  Chemicd  Company.
U.SA.

Acido Indol Acético (AAI) Phyto Tecnology Laboratory.
U.SA.

Acido molibdico Sigma  Chemica  Company.
U.SA.

Acido naftalenacético (ANA) Sigma  Chemica  Company.
U.SA.

Acido nicotinico Sigma  Chemica  Company.
U.SA.

Acetato de potasio Sigma  Chemica  Company.
U.SA.

Acido clorhidrico Industrial Kem de Ledn SA. de
C.V. México

[ Acido fosforico | JT. Baker. USA. |

Adenina Phyto Technology Laboratory.
U.SA.

| Agar grado bacterioldgico

|| Invitrogen. U.S.A.

Agar grado micropropagacion

Phyto Technology Laboratory.
U.SA.

| Agarosa || Promega. U.SA. |
AlbUumina de suero bovino Sigma  Chemicad  Company.
U.SA.

Alcohol isoamilico

Industridl Kem de Ledn S.A. de
CV. México

Ampicilina Sigma  Chemica  Company.
USA.

| Bencilaminopurina || Sigma Chemical Company. |

| Bicarbonato de sodio | JT. Baker. U.SA. |

| Bromuro de etidio || Promega. U.SA. |

| Buffer de reaccion para PCR || Promega. U.SA. |
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Carbonato de sodio Sigma  Chemicd  Company.
U.SA.

Caseina Phyto Tecnology Laboratory
U.SA.

| Cefotaxima || Laboratorios Kendrick. U.SA. |

Cinetina Phyto Tecnology Laboratory.
U.SA.

Cloroformo Industrial Kem de Ledn SA. de
C.V. México

[ Cloruro de calcio

| Riedel de Haen. U.SA. |

Cloruro de cobalto PhytoTechnology Laboratory.
U.SA.
| Cloruro de magnesio || Promega. U.SA. |
| Cloruro de sodio | JT. Baker. U.SA. |
Desoxinucledtidos trifosfato (dATP, dCTP,dGTP, || Promega. U.SA.
dTTP)
| Dodecil sulfato de sodio (SDS) | USB. U.SA. |
EDTA Phyto Technology Laboratory.

U.SA.

Xhol, Pvull, Smal, Notl, Pmll)

Enzimas de restriccion (BamHI, Ncol, Sacl, Spel,
Bsal, Nhel, Hindlll, EcoRI, EcoRV, Sall, Xbal,

Promega, Roche y New England
Biolabs. U.S.A.

Espectinomicina dihidrocloruro

Sgma Chemica  Company.
U.SA.

Etanol Industrial Kem de Ledn S.A. de
C.V. México
| Extracto de levadura | FHuka. U.SA. |
| Fenol || Invitrogen. U.S.A. |
| Fosfato de potasio | JT. Baker. U.SA. |
Fosfato de sodio Sigma  Chemica  Company.
U.SA.
| Fosfato monobasico de potasio | J.T. Baker. USA. |
Glicerol Sigma  Chemicd  Company.
U.SA.
| Glicina | Rieddl de Haen. U.SA. |

Hidréxido de sodio

Industridl Kem de Leén S.A. de
C.V. Mé&xico

| Higromicina B

| Sgma. U.SA. |

| Hipoclorito de sodio

| Cloralex. México |

| sopropanol

Industriadl Kem de Ledn S.A. de
C.V. México
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| Kanamicina

[ GIBCO BRL. U.SA.

Kit QIAEXII® gel extraction kit (purificacion de
ADN de fragmentos de agarosa) Cat No. 20021

Qiagen. U.SA.

Kit Dig-Detection (Anti-digoxigenin) Cat No. 1

Roche Diagnostic. U.SA.

531 042
| Kit QIAquick™ PCR purification Cat No. 28104 || Qiagen. U.SA. |
[ Kit QIAprep” spin miniprep Cat No. 27106 || Qiagen. U.SAA. |
Kit Maxi Plasmid Qiagen” Cat No. 12162 Qiagen. U.SA.
Kit Biolistic Optimization Bio-Rad Cat No. || Bio-Rad. U.SA.
1652278
Kit Dura extendet duration sustrate trial Perce. U.SA.
Super Signal West Cat No. 37071
Kit Pico Green Sigma  Chemica  Company.
U.SA.
Leupeptina Sigma  Chemica  Company.
U.SA.
Manitol Sigma  Chemica  Company.
U.SA.
| Marcador de ADN de 1 kb || Invitrogen. U.S.A. |
Microdin Laboratorio Lacami SA. de C.V.
México
[ Myoinositol || Phyto Tecnology Lab. U.S.A. |
Nitrato de amonio Sigma  Chemicad  Company.
U.SA.
| Nitrato de potasio | Riedel de Haen. U.SAA. |
| Oligonucledtidos || Invitrogen. U.S.A. |
| Piridoxina || Sigma Chemical Co. U.SAA. |
| Plasmido pGem T easy || Promega. U.SA. |
PMSF Sigma  Chemica  Company.
U.SA.
p-Nitro fenil fosfato Sigma  Chemica  Company.
U.SA.
| RNAsa || Roche. U.SA. |
Sacarosa Phyto Technology Laboratory.
U.SA.
Sulfato de cobre Phyto Technology Laboratory.

USA.

Sulfato de magnesio Sigma  Chemicd  Company.
U.SA.

Sulfato de manganeso Sigma  Chemicd  Company.
U.SA.
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Sulfato de zinc

Phyto Technology Laboratory.
U.SA.

Sulfato ferroso

Sigma  Chemicd  Company.
U.SA.

SYBR"Green | paratefiir geles 10,000
concentrado en DMSO

Molecular Probes. U.SA.

T4 ADN Ligesa

Invitrogen Promega. U.SA.

Taq ADN Polimerasa

Roche. U.SA.

Tag ADN Polimerasa

Producida en € laboratorio.
México

Tag Platinum Pfx ADN Polimerasa

Invitrogen U.S.A.

Terrazole

Uniroyal Chemical Company.
U.SA.

Thidiazurén (TDZ)

Sigma  Chemicd  Company.
U.SA.

Tiamina

Phyto Technology Laboratory.
U.SA.

Tierra Cosmopeat

COSMOCEL. México

Trisbase

Promega. U.SA.

Tween 20

Sigma  Chemica  Company.
U.SA.

Y oduro de potasio

Riedd de Haen. US A.

Zegtina (E) -6-(4-hidroxy- 3-methylbut- 2-
enylamino)purine)

Sgma U.SA.
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4.4 Equipo

Equipo Proveedor
Agitador magnético con placa de calentamiento || Corning, U.S.A.
Autoclave eéctrica Sterilmatic mod. STM-E || Market Forge, U.SA.

tipo C

Balanza analitica eléctrica mod. SA210D Scientech, U.SA.
| Balanza granataria mod 1400 || Ohaus, U.SA. |
| Baflo Maria digital mod. Isotemp 1025 || Fisher Scientific, U.SA. |
| Camara bioclimética mod. Mac-510 || Lumistell, México. |

Camara de €ectroforesis horizontal mod. H Bio-Rad, Itdia

Minisub-cdl GT
| Camara de Electroforesis || OWL Separation System, U.SA. |
| Camara fotografica mod. DSCF717 || Sony Cyber Shot, Japon. |

Campana de extraccion de humos mod. CS || Fisher-Aldher, U.SA.
linea 2000

| Campana de flujo laminar || Fisher-Aldher, U.SA. |
| Campana de flujo laminar || VECO SA de CV., México. |
| Centrifuga mod. RC 5C Plus || Sorvall, U.SA. |
| Congelador mod. CVC15 || Nieto, Mexico. |
| Cuarto de incubacién de cultivos vegetales || Lumistell, México. |
Electroporador mod. ECM 630 BTX, Divison of Genetronics, Inc,
Alemania
| Electroporador GENE Pulser |1 | Bio-Rad, U.SA. |
| Espectrofotémetro mod. DU 530 || Beckman, E.U.A. |
| Fluorometro mod. Genios || TECAN, Austria. |
Fotodocumentador de geles mod. EpiChemi3 || UVP, U.SA.
Darkroom
| Fuente de poder mod. EC105 || Termo EC, U.SA. |
| Fuente de poder mod. Power PAC300 || Bio-Rad, E.U.A. |
Microcentrifuga mod. mini Spin Eppendorf, Alemania.
Microcentrifuga refrigerada mod. 5415 Eppendorf, Alemania.

Pistola para ensayos de biobalisticaPDS- || Bio-Rad, Francia.
1000/HE Bio-Rad, Life Science

| Placa de calentamiento mod. PC420 | Corning, U.SA. |
| Potenciometro mod. 430 || Corning, Inglaterra. |
| Refrigerador modelo R-14 || Torrey, México. |
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[ Termociclador mod. Touchene Gradient || Techne, Inglaterra |
| Termomezclador R mod. 22331 || Eppendorf, Alemania. |
| Transiluminador mod. FBTIV-838 || Fischer Scientific, U.SA. |
| Untracongelador mod. UN-6613A35 || Nuaire, EU.A. |
| Vortex mod. Genie— 2 || Fischer Scientific, E.U.A. |
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V.METODOLOGIA

5.1 Preparacion de soluciones y medios de cultivo

5.1.1 Medios de cultivo para plantas

El medio base que se utilizd fue el de Murashigue y Skoog (MS), 1962. Los
compuestos para preparar el medio se enlistan en e Apéndice 10.1, los componentes se
disolvieron en agua desionizada estéril y se amacenaron en alicuotas de 250 mL a 4°C. La
mezcla V, fue dmacenada a temperatura ambiente. Se prepardé una mezcla de sales MS 2X
concentrada, donde se agregaron 80 mL de cada una de las cinco soluciones (100X), se
afor6 a4 Ly seamacend a4°C.

En caso de contar con el medio M S premezclado en polvo, se prepar6 pesando 4.3 g
de MS (Phytotechnology®) y se agregaron 800 mL de agua. Posteriormente se agregaron 30
g de sacarosa, los reguladores de crecimiento y las vitaminas necesarias, ademés de gjustar
el pH a5.7. El pH fue gjustado con hidréxido de sodio 1.0 6 0.1 N y &cido clorhidrico 1.0 6
0.1Nysegusto e volumenall.

Si no se contaba con las sales MS en polvo de Phytotechnology®, se midieron 500
mL de la mezcla de sales MS 2X citada anteriormente, y se agregaron 300 mL de agua
desionizada. Posteriormente se agregaron 30 gde sacarosa, los reguladores de crecimiento
y las vitaminas necesarias, se gjusto el pH a 5.7 0 5.8. Finalmente se afor6 a 1 L con agua
destilada. Para los medios semisdlidos se afiadieron 7 gramos de fitoagar 6 2.5 gramos de
gelan espolvoreandose poco a poco, y evitando que se hiciera grumos. Los medios se
esterilizaron a 15 |b/pulgada’ durante 15 minutos.

Cuando fue necesario, € antibiético de seleccion previamente esterilizado por
filtracion, se afiadio al medio de cultivo estéril, procurando que la temperatura del medio se
encontrara alrededor de los 50°C, para evitar la formaciéon de grumos en € medio cuando
se encontraba muy frio y la inactivacion del antibiético, cuando € medio se encontraba
muy caliente.

En e Apéndice 10.1 y 10.3 se presentan las Tablas en las cuales se describe la
composicion de los medios de cultivo, con los reguladores de crecimiento y vitaminas del

sistema vegetal empleado.
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5.1.2 Vitaminas para medios de cultivo

Se prepararon vitaminas concentradas, de acuerdo a los requerimientos necesarios
para cada planta en particular. Las vitaminas preparadas para los sistemas vegetales de
Nicotiana tabacum (tabaco), Lactuca sativa (lechuga), se describen en Tablas en el
Apéndice 10.2.

5.1.3 Preparacion de antibidticos, reguladores de crecimiento y agentes antioxidantes

El suministro de los reguladores de crecimiento y agentes antioxidantes en los
medios de cultivo para plantas, son elementos importantes en el cultivo de tejidos ya que su
proporpcion auxinas/ citocininas dictara el tipo de tegjido a formarse y e uso de
antioxidantes es requerido para evitar se muera € tejido por oxidacién lo cua es coman a
dafiar e explante. Los antibiéticos se utilizaron para redizar la seleccién de plantas

transgénicas 6 para la seleccidn de bacterias que contuvieran €l ADN de interés.

5.1.3.1 Antibiéticos

Kanamicina: Para un stock de 50 mg/mL, se disolvieron 5 gramos de sulfato de
kanamicina en agua desionizada. Se afor6 a 100 mL, se esterilizé por filtracion (filtro
Miller-GP, 0.2 nm) y se amaceno a-20°C.

Espectinomicina: Para un stock de 50 mg/mL, se disolvieron 5 gramos de
dihidrocloruro de espectinomicina en agua desionizada. Se aforé a 100 mL, se esterilizo por
filtracion (filtro Miller-GP, 0.2 mm) y se almacen6 a-20 °C.

Carbenicilina: Para un stock de 50 mg/mL, se disolvieron 5 gramos de
Carbenicilina en agua desionizada. Se afor6 a 100 mL, se esterilizo por filtracion (filtro
Miller-GP, 0.2 nm) y se almacend a-20 °C.
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5.1.3.2 Regulador es de crecimiento

Acido naftalenacético (ANA): Para un stock de 1.5 mg/mL, se disolvieron 150 mg
de ANA en 1.0 mL de hidréxido de sodio IN. Se aforé a 100 mL con agua desionizada
estéril y se almacen6 a-20 °C.

Benciladenina (BA): Para preparar un stock de 0.6 mg/mL, se pesaron 60 mg de
BA y se disolvieron en 1.0 mL de &cido dorhidrico 1N, se afor6 a 100 mL con agua
desionizada estéril y se almacend a-20°C.

Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D): Para un stock de 1.0 mg/mL, se pesaron
100 mg de 2,4-D y se disolvieron en 1.0 mL de hidroxido de sodio 1N, se aforé a 100 mL

con agua desionizada estéril y se almacent a-20°C.

5.1.3.3 Agentes antioxidantes

Acido ascorbico: Para preparar un stock de 15 mg/mL se pesaron 750 mg de &cido
ascorbico y se aforaron en 50 mL de agua desionizada estéril, y se amacend a-20°C.
Adenina: Para preparar un stock de 10 mg/mL se pesaron 500 mg de adeninay se

aforaron en 50 mL de agua desionizada estéril, y se dmacend a-20°C.

5.1.4 Preparacion de medios de cultivo para bacterias

Medio de cultivo LB: Para preparar un litro de medio LB se pesaron 20 g de base
para medio de cultivo LB, se disolvio, se aforé a 1 L con agua desionizada y se esterilizd en
autoclave a 15 Ib/pulgada’ durante 15 minutos. Cuando fue necesario se agregaron 10 g de
agar grado bacterioldgico. Se aford con agua destilada y se esteriliz6 de igual forma.

Medio de cultivo Mueler Hinton (M-H): Para preparar un litro de medio, £
pesaron 38 g del polvo, se disolvid en agua destilada y se afor6 a un litro. Se esterilizé a 15
|b/pulgada’ durante 15 minutos en autoclave.

Medio de cultivo Tripticasa de Soya (TSA): Para preparar un litro de medio, se
pesaron 30 g del polvo, se disolvié en agua destilada y se afor6 a un litro. Se esterilizaron a

15 Ib/pulgade? durante 15 minutos en autoclave.
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5.1.5 Preparacion de soluciones

Las soluciones empleadas en la mayoria de los experimentos se prepararon de
acuerdo a las instrucciones del manual de Sambrook y col., (1989).

TAE 50X: 242 g de Tris base, 57.1 mL de acido acético glacial, 100 mL de EDTA
0.5 M pH 8, se afor6 aun litro con agua destilada, se esterilizé y se amacend a temperatura
ambiente.

Agarosa: Se prepar6 de acuerdo al porcentgje a utilizar, por gemplo, s se desea
preparar a 1% en 100 mL, se afiadié un granmo de agarosa 'y se aforé a 100 mL con TAE
1X, se cdentd en microondas hasta disolver y la agarosa no utilizada, se amacend a

temperatura ambiente.

5.2 Soluciones Bradford para cuantificacion de proteinas

Solucion A: Para preparar la solucion A se mezclaron 25 mL de etanol a 95%, 50
mL de acido fosforico a 85% y 87.5 mg de azul de Coomassie, se agitd hasta disolver
completamente, se filtré con papd filtro y se dmacen6 a4°C.

Solucién B: La solucion B se prepard mezclando 7.5 mL de etanol al 95%, 15 mL
de &cido fosforico y 15 mL de la solucion A. Se aforé a 250 mL con agua destilada estéril y
se amaceno a4°C.

Buffer salino de fosfatos (PBS): Para preparar un litro se pesaron 1.42 g de fosfato
de sodio, 408 mg de fosfato de monobéasico de potasio y 5.85 g de cloruro de sodio, se
disolvieron en agua destilada estéril, se gusté € pH a 7.4 con é&cido clorhidrico 1

N/hidroxido de sodio 1.0 N, se aforé a un litro con agua desionizada.
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5.3 Aidamiento y purificacion de ADN
5.3.1 Extraccion de ADN plasmidico de E.coli

Para la extraccion de ADN plasmidico se utilizaron dos metodologias, una fue
utilizando & Kit QIAprep®, en el cua se siguieron las instrucciones del fabricante. La otra

fue e método alternativo se describe a continuacion:

Miniprep método de lisis alcalina de Birbioim (BD) Sambrook y col. (1989).
Solucién Il (Sepreparaal

Solucion | Solucién |1
momento de usarla)
EDTA 10mM pH 8.0 NaOH 0.2N Acetato de Potasio 3M
Tris-HCl 25mM pH8 SDS 1% Acido acético glacial
Glucosa 2M 5.75ml

Se tomaron 15 mL de cultivo bacteriano crecido en e medio de seleccion
apropiado durante 12 horas. Se centrifugd a 13000 rpm por 5 minutos, para posteriormente
eliminar e sobrenadante. Enseguida se afadio 150 ni de la solucion | de Birbioim (BD) y
se resuspendio la pastilla con vortex. Inmediatamente se agregaron 300 niL de la solucién |1
de BD recién preparada, la muestra se agito por inversion 5 veces, hasta observar como la
solucion tiende a verse ligeramente transparente. Se afiadieron 225 ni de la solucion 11 de
BD, se mezclo por inversion y se colocaron los tubos por 5 minutos en hielo, se centrifugo
a 12,000 rpm por 10 minutosy finalmente se recupero la fase acuosa.

Cuando fue necesario d notar la fase acuosa turbia se agregd un volumen de ferol-
cloroformo (50:50), se mezclé suavemente y se centrifugd 5 minutos a 10000 rpm de lo
contrario se precipitdo el ADN recuperando e sobrenadante y se adicion6 un volumen de
isopropanol frio, se mezclé por inversién, se precipité a -20°C por 30 minutos, se
centrifugé a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C, se elimind e sobrenadante y se lavo la
pastilla con 500 m_ de etanol al 70 %, se centrifugd por 5 minutos a 12000 rpm, se desechd
el sobrenadante y se degj6 secar la pastilla por un periodo de aproximadamente 10 minutos.
Se agregé RNAsa (20 pg/mL), y se incub6 a 37°C por 30 minutos, nuevamente se agrego
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se precipité e ADN un volumen de isopropanal frio,
se lavd la padtilla con etanol a 70%, se centrifugd 5 minutos a 12000 rpm y se seco la

pastillaa 50-60 °C, finalmente se resuspendi6 en 20 i de agua milli “Q”.
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5.3.2 Extraccion de ADN plasmidico de E.coli en grandes cantidades (M axiprep)

Cuando era necesario obtener grandes cantidades de ADN, fue necesario partir de
cultivos celulares crecidos en un volumen mayor de medio, y se recurrio a la técnica de
maxiprep. Al igual que en e miniprep, para la extraccion de ADN plasmidico se utilizaron
dos nmetodologias, una fue utilizando el Kit Maxi Plasmid Qiager®, en el cual se siguieron

las instrucciones del fabricante, y la otra metodol ogia se describe a continuacion:

5.3.2.1 Maxiprep modificado de Sambrook y col. (1989)

Se inocularon 2 mL de un cultivo bacteriano fresco en un matraz con 200 mL de LB
con € antibidtico necesario y se incubd durante la noche a 37°C, con agitacion vigorosa a
300 rpm. Se centrifugd €l cultivo bacteriano a 8000 rpm a 4°C durante 10 minutos.

Se afiadieron 5 mL de la solucién| (BD) y se resuspendi6 la pastilla de bacterias
utilizando la fuerza mecanica del vértex, posteriormente se agregaron 10 mL de la solucién
[1 (BD), recién preparada y se mezclo por inversion 6 veces, hasta ver como se tornaba
ligeramente transparente la mezcla, se dgjé reposar durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se agregan 7.5 nL de la solucion 111 (BD), se mezcla utilizando €l vortex y se
incuba en hielo durante 10 minutos.

Se centrifuga durante 15 minutos a 13000 rpm a 4°C. Al sobrenadante se le agrega
un volumen de isopropanol frio y se incuba a -20°C durante 3 minutos. Se centrifuga
durante 15 minutos a 13,000 rpm, se tira €l sobrenadante y la pastilla recuperada se lava
con etanol a 70%. Se deja la padtilla secando y se resuspende en 1 mL de TE1X 6 agua
destilada estéril, para posteriormente agregar 4uL de RNasa (20 pg/mL). Se incuba durante
1 hora a 37°C y se agrega un volumen de fenol-cloroformo (50:50), se centrifuga 10
minutos a 5000 rpm en una microcentrifuga, se recupera la fase acuosay se repite este
lavado por segunda ocasion. Se recupera € sobrenadante y se agrega un volumen de
isopropanol frio. Se incuba durante 1 hora a -20 C y se centrifuga durante 15 minutos a
13000 rpm. Se elimina e sobrenadante y se lava la pastilla con etanol a 70%, se seca la

pastillay se resuspende e ADN en agua desionizada estéril 6 en TE1X.
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5.3.4 Extraccion de ADN de plantas

Buffer de extraccion*
Tris100 mM pH 8
NaCl 500 mM
EDTA 50 mM

*Se esterilizan los componentes y se aflade 2% de polivinilpirrolidonay 2% de Cetil trimetilamonio bromidio
(CTAB) inmediatamente antes de usarse.

Para la extraccion del ADN de plantas y callos se utilizo €l protocolo descrito por
Déllaporta (1983). Se congelaron 50 mg de tejido vegetal en nitrogeno liquido, se trituraron
en un tubo Eppendorf® con un pistilo de plastico y se adicionaron 480 ni de buffer de
extraccion, posteriormente se adicionaron 37.5 ni. de SDS 20% y se mezcld con €l pistilo.
Se incubaron las muestras a 60 °C por 10 minutos mezclando ocasionamente para evitar
agregaciones en el homogenizado. Se afiadieron 94 ni de acetato de potasio 5 M sobre €l
extracto, se mezcld invirtiendo los tubos y se incubd a 4°C por 5 minutos. Posteriormente

se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos. La fase acuosa fue transferida a un tubo
nuevo para redlizar un lavado con 600 nL de cloroformo, posteriormente se centrifuga a
13000 rpm durante 5 minutos y se transfiere la fase acuosa a un tubo nuevo. Se agrega 4 nL
de RNAsa (20 pg/mL) y se incuba a 37°C durante 1 hora. Después de la incubacion se
mezcld con un volumen de isopropanol frio, y se incubd a -20°C durante 30 minutos. Se
centrifugd a 13,000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y
se anadieron 400 nL de etanol a 70%. Se centrifugé a 13000 rpm por 3 minutos. Se
elimind el sobrenadante y se seco la pastilla a aire, se resuspendio la pastilla en 50 nL
buffer TELX o agua milli “Q”". El ADN se amacen6 a-20°C.

5.4 M éodos de cuantificacién de ADN

Espectrofotometria: La cuantificacion se realiza utilizando un espetrofotometro
(Beckmart®). La muestra se prepara haciendo una dilucién 1:200 con 5 i del ADN en 995

nmL de agua destilada. Se utiliza una celdilla de cuarzo para hacer la lectura a una longitud
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de onda de 260 nm. El equipo yatiene laférmula para hacer la conversién de absorbancias
a concentracién de ADN en ng/mL tomando en cuenta el factor de dilucién

Fluorometria: Para la cuantificacion de ADN se empled un fluorometro Tecan
modelo genios, empleando e kit Pico Green®. Se prepar6 una dilucion del estandar de Pico
Green 1:400 en TE 1X y se colocaron 198 ni de esta solucion en placas de 96 pozos. Se
afadieron 2 L de la solucién problemay se realizo la medicién de fluorescencia (a 485 nm
exitacion/535 nm emision). Parala curva de calibracion se emplearon estandaresde 1, 10y
50 ng/mL y los datos fueron analizados en el software Magellan 4°. Este es & método mas
recomendado aungue mas costoso que el anterior por € uso de esténdares.

Gel de calidad de ADN: El método de gel de calidad consiste en preparar agarosa
a 1% y se corren las muestras a la par de un Marcador de peso molecular de 1 kb, para
observar si no hay degradacion del ADN. Se pueden correr muestras de ADN en las que se
conozca la concentracion 6 marcadores de concentracion conocida y € célculo de la
concentracion de ADN de nuestra muestra se hace por apreciacion visual 0 uso de un
software que relaciona pixeles con concentracion 1o cual no la hace tan confiable como las

anteriores, pero es muy Util cuando se desea saber si e ADN no se encuentra degradado.

5.5 Amplificacion de ADN mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

L os componentes para | as reacciones de PCR (la mezcla maestra) se prepararon con
anterioridad. Los oligonuclétodios se resuspenden a una concentracion de 100 M y se
prepararon stocks a 10 M. Los dNTPs a una concentracion de 10 mM fueron preparados a
partir de un stock de 100 mM, proporcionados por Promega.

Las reacciones de amplificacion de genes mediante PCR fueron aplicadas en
diferentes experimentos de este trabgjo. A continuacion se presenta en la Tabla 4 los
parametros utilizados parala PCR
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Tabla 4. Condiciones para la amplificacion mediante PCR

Identificacion de
- . Conc.
Componentes plantas transgénicas 6 )
b Final
transplastbmicas
Oligo F(10nv) 0.25 . 0.3 nM
Oligo R (10mM) 0.25nL 0.3nM
dNTP's (10mM) 0.5 0.3mM
MgCh (50mM) 1.5nL 1 mM
Buffer 10X Taq
DNA polimerasa* 2:5n X
Taq DNA 25n -
polimerasa
H,O Milli Q 16.5 --
ADN Plantas
(50ng-200ng/m.) 6 1n N
ADN plasmidico dil
(~20ng/ni.)
Volumen Fina 25nL --

* Taq Polimerasa produciday purificada en el laboratorio de BiologiaMolecular de Plantas del IPICYT
Se llevaron a cabo las reacciones de PCR bago condiciones controladas de

temperatura de desnaturalizacion, alineacién de oligos y amplificacion Se utilizo el equipo
TouchGene® (Techne).

Tabla 5. Temperaturas utilizadas en la PCR

Paso | Temperatura(°C) | Tiempo (minutos) Evento
1 9 3 Desnaturalizacion inicial
2 9 0.5 Desnaturalizacion
3 56 (Segun los oligos) 0.5 Alineamiento
4 72 3 Extension
5 30 ciclos a paso 2
6 72 7 Extension prolongada
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5.6 Manipulacién enzimética del ADN
5.6.1 Reacciones de digestion y purificacion de ADN

5.6.1.1 Digestion para caracterizacion de clonas positivas

Para |la caracterizacion de clonas, mediante digestion con enzimas de restriccion, s
utilizaron aproximadamente 2 ug de ADN plasmidico, €l buffer de reaccion 10X sugerido
por el fabricante, en un volumen de reaccion de 20 pL, con 0.2 U de enzima de restriccion.
La mezcla de reaccion se degj6 incubando durante 2 h a 37°C o a la temperatura sugerida
por €l fabricante.

5.6.1.2 Purificacién de fragmentos de ADN, a partir de un producto de digestion

Se redlizaron digestiones utilizando aproximadamente de 1 a 5 ng de ADN, con la
enzima de restriccion deseada en presencia del Buffer de reaccién recomendado por la
compafiia y agua estéil en un volumen tota de 50 pL de reaccion. Se incubaron las
digestiones a la temperatura adecuada por espacio de 4 horas o durante toda la noche segun
lo sugerido por € proveedor. Posteriormente €l producto de la digestiéon fue separado en
geles de agarosa del 2% dependiendo del tamafio de la banda de interés, fue cortada
utilizando un bisturi limpio, la cua fue observada brevemente con intensidad baja de luz
UV, finalmente se utilizd6 & QIAquick® Gel Extraction kit de Qiagen, y siguiendo las

instrucciones del proveedor, se purificd el ADN.

5.6.2 Reacciones para generar extremos romos

El procedimiento para generar extremos romos con e fragmento Klenow de la
Polimerasa fue e sugerido de acuerdo a las recomendaciones del fabricante:
aproximadamente 800 ng de ADN con extremos cohesivos 5, se agregaron a 2 uL de
Buffer 10X, 1 uL de dNTP's 10 mM, 1 uL de Klenow (2 U/uL) y agua desionizada estéril
para 20 pL de volumen de reaccion y se incubd 20 min a 37 °C. Debido a que la enzima
Klenow tienen actividad de endonucleasa para rellenar y exonucleasa para rasurar, también

Se usO para generar extremos romos a rasurar los extremos 3, 1o cual se redliz6 de la
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misma forma que para rellenar, solo que no se usaron dNTP's para favorecer su actividad

de exonucleasa
5.6.3 Reacciones de ligacién y purificacion
Se siguieron las instrucciones del fabricante para la ligacion, usando un rango molar

1:1 o 3:1 inserto-vector. Se agregé T4 DNA ligasa comercial (Promega®) y se agregt el

Buffer de reaccion 10X, en un volumen total de 20 pL de reaccion.

Ejemplo de reaccién comun:
Inserto X pL
V ector y pL
10X Bufer de ligacion 2 pL
H,O destilada (17-x-y) W
T4 DNA ligasa (AU/pL) 1l
Volumen final 20 pL

Lareaccion de ligacion se incub6 durante todalanoche a4 °C.

5.7 Transformacion de E. coli con los plasmidos recombinantes

5.7.1 Preparacion de células calcio competentes

Se prepararon células competentes a partir de un cultivo de E. coli Top 10 F' 6
DH5a de 24 horas, crecido en caldo LB a 37 °C. De este preindculo se tomaron 500 mi y
se afladieron a 50 mL de caldo LB, se incubd por 90 minutos a 37°C y agitacion de 150
rpm. El cultivo se enfrié en bafio de hielo y se centrifugd 7 minutos a 8000 rpm, se
descartd rgpidamente el sobrenadante y se mantuvieron las bacterias en hielo todo €
tiempo. La pastilla se lavoé con 7.7 mL de una solucién fria de cloruro de calcio 0.1 My
glicerol a 15%, y se volvio a empacar por centrifugacion. Finalmente las células se
resuspendieron en 1.27 mL de cloruro de calcio 0.1 M + 15% glicerol y se dmacenaron a -
70 °C en alicuotas de 30 m_..
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5.7.2 Méodo de transformacion mediante choque térmico

Para realizar la transformacion, las células calcio competentes se descongelaron
sobre hielo y se afiadio 3.0 mL del ADN a introducir en ellas se mezclé y se incubaron en
hielo por 15 minutos. Los tubos se llevaron a un bafio a 43°C por 1 minuto y se regresaron
inmediatamente a hielo por 10 minutos. Se afiadié 1 mL de medio de cultivo LB y se
incub6 40 minutos a 37°C y 150 rpm. Después, 100 nL del cultivo se inocularon en agar
LB con 100 mg/L del antibidtico adecuado segun fuera €l caso.

5.8 Ensayos de deteccién de péptidos recombinantesen E.coli

5.8.1 Extraccion de proteinas

Buffer de extraccién de proteinas:

Tris20 mM pH=7.9

NaCl 0.5 mM

10% Glicerol

PMSF 1mM

Céctel deinhibidor de proteasas 200 ni. (AEBSF, Bestatina, E-64, EDTA y Pepstatina
SIGMA®).

El preindculo crecido durante 12 ha 37°C con el antibiético adecuado, se centrifuga
a4000 rpm durante 5 minutos a 4°C, la pastilla de células se lava dos veces con 500 i una
solucion de NaCl al 0.9%, las céulas se resuspenden con vortex y se centrifuga
nuevamente a 4000 rpm durante 5 minutos. A la pastilla se le agregan 500 mL. del buffer de
extraccion de proteinasy 40 miL de céctel de inhibidor de proteasas. Se sonican las muestras
en hielo con 5 pulsos de 10 segundos. Se centrifuga la muestra a 13000 rpm durante 20
minutos a 4°C. El sobrenadante constituye la fraccion de proteinas solubles y la pastilla se
resuspende en 200 mL del buffer de extraccion y corresponde a la fraccion insoluble de

proteinas.
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5.8.2 Andlisis electrofor ético en geles de SDS-poliacrilamida de las proteinas totales

solubles

Las muestras fueron cuantificadas por € metodo de Bradfor y posteriormente
analizadas por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (Laemmli, 1970). Los geles se
prepararon en placas de vidrio empleando un equipo de electroforesis en placa vertical Bio-
Rad modelo Mini—-PROTEAN® 3 System. Se prepar6 e gel separador d 16% y € gel
concentrador al 8%. Se analizaron alicuotas de 15-20 pL del materia proteico extraido de
E. coli, como se describié anteriormente. Las muestras se corrieron en paralelo con
estandares pretefiidos de peso molecular conocido.

Preparacion de las soluciones empleadas:

a).- Acrilamida-bisacrilamida (30%). Se pesaron 29.4 g de acrilamiday 0.6 g de
bisacrilamida usando proteccién de vias respiratorias y colocandose en un vaso de
precipitado de 250 mL y se disolvieron en agitacion constante. Una vez disueltos se aforo el
volumen a 100 mL con agua desionizada.

b).- Tampdn A. (separador). Se disolvieron 9.0855 g de Tris en 25 mL de agua
desionizada. Posteriormente se afiadieron 2 g de SDS 'y se gjustd a un pH de 8.8 con HCI
(1:1), lasolucién se aforé a 50 mL con agua desionizada.

¢).- Tampdn B (concentrador). Se disolvieron 3.0285 g de Tris en 25 mL de agua
desionizada. Se agregaron 2 g de SDSy se gjusté el pH a6.8 con HCL (1:1), lasolucion se
aforé a 50 mL con agua desionizada.

d).- Persulfato de amonio. Se pesaron 0.02 g de persulfato de amonio y se
disolvieronen 50 puL de agua desionizada, agitando en un vortex (se prepara en e momento
de su uso).

€).-Tampon de corrida (Buffer de corrida). Se afiadieron 11.5307 g de glicina y
24228 g de Tris en un vaso de precipitado de 400 mL y se disolvieron con
aproximadamente 300 mL de agua desionizada. Posteriormente se agregaron 2 mL de SDS
al 20 %. La solucién se aforé a 400 mL con agua desionizada.

f).- Solucién solubilizadora. Se afiadieron 5.7 g de SDS, 25 mg de azul de
bromofenol, 25 mL de Tris 1M pH 8.0, 28.6 mL de glicerol y agua c.b.p. 100 mL. Al
momento de utilizarse se adiciond 1 pL de 2= mercaptoetanol por cada mL de tampon de
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muestra.
Para la preparacion del gel separador a 14% y € gel concentrador al 6% se tomaron

las siguientes cantidades:

Gel separador 16% Gel concentrador 6%
Acrilamida 5.36 mL Acrilamida 1.072 pL
Tampon A 3.75mL Tampon B 1.6 pL

Agua Agua
destilada 0.81 mL destilada 1.275mL
PersquaFo 75 L PersulfaFo 48 L
de amonio de amonio

Temed 5puL Temed 5puL

5.8.3 Condiciones de electroforesis

Las proteinas a analizarse se corrieron paralelamente con los estdndares pretefiidos
de peso molecular conocido. La electroforesis se realizd a voltgje constante empleando para
el gel concentrador una corriente eléctrica de 50 milivolts durante 30 min y para € gel
separador 100 milivolts por 2.5 h, o hasta que la marca de azul de bromofenol estuvo a una

distancia aproximada de 1-2 mm del extremo inferior de la placa.
5.8.4 Tincidn de los geles con azul de Coomasie

Finalizada la electroforesis, los geles se tifieron durante 1 h por inmersién en una
solucion de azul de Coomassie a 0.5% (p/v) en acohol isopropilico a 25% (v/v) y é&cido
acético a 10% (v/v), con agitacion suave a temperatura ambiente. La decoloracién de los
geles se realiz6 mediante cuatro pasos sucesivos de 2 h cada uno en una solucién de alcotol
isopropilico a 20% y &cido acético a 10% en agua destilada, a temperatura ambiente y con
agitacion suave. Los geles obtenidos previamente tefiidos, fueron fotografiados y se analiz6

el patrén de bandas con el programa LabWorks®.
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5.9 M é&odos de transfor macion en plantas

5.9.1 Esterilizacion y germinacién de semillas

En los dos sistemas vegetales utilizados, se empled un método general para
desinfectar las semillas. Se contaron las semillas que se deseaba germinar y se colocaron en
pequeiias bolsitas de gasa, cerrandolas, posteriormente en la campana de flujo laminar, se
esterilizaron siguiendo los pasos que a continuacién se describen: Se colocan las semillas
en un vaso de precipitado estéril con alcohol a 70% durante 10 min. Se enjuagaron las
semillas con agua desionizada estéril tres veces en lapsos de 23 min cada lavado. Se
pasaron por una solucion de hipoclorito de sodio (blanqueador comercial con 6% de
ingrediente activo a 50%) (v/v) més 5 gotas de tween 20 (surfactante) y 15 gotas de
microdin® (solucién de plata coloidal), en esta solucion se mantienen en agitacion durante
15 min. Se enjuagaron las semillas con agua destilada estéril tres veces, cada enjuague de 4
a5 min. Las semillas se pusieron a germinar en medio MS para utilizar los explantes

dependiendo de la planta.

5.9.2 Transformacion de cloroplastos detabacoy lechuga mediante biobalistica

5.9.3 Preparacion de la suspension de microparticulas de oro

Protocolo de Danidl y col. (2005):

Se pesan 55 mg de particulas de Oro 0.6 i (Bio-Rad) en un tubo tipo Eppendorf® de
1.5mL. Seagregd 1 mL de etanol 100% y se mezclaron por 3 min con vértex, se centrifugd
a 13,000 rpm durante 2-5 min. Se descarto € sobrenadante y se agregd 1 mL de etanol 70%
(recién preparado) y se mezcl6 con vortex de 1-2 min. Se incubd a temperatura ambiente
por 15 min, agitando cada 3 min. Se centrifugé 3 min a 13,000 rpm durante 2-5 min, y se
descartd € sobrenadante. Se agregd 1 mL de agua esté&ril, y se mezcl6 con vértex
vigorosamente durante 1 min. Se degj6 a temperatura ambiente durante 1 min para permitir
que las particulas se fueran hacia € fondo. Se centrifugd durante 2 min a 13,000 rpm, y se
descarté e sobrenadante. Estos lavados se repitieron dos veces, para finalmente agregar
950 pL de glicerol a 50%.
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5.9.4 Preparacion de material para el bombardeo

Se ensamblaron e sujetador del macroacarreador junto a macroacarreador, se
envolvieron en auminio y se esterilizaron en autoclave. Las mallas de retencion fueron
esterilizadas en autoclave o por inmersion en etanol a 70% y posteriormente se secaron en

ambiente estéril. Los discos de ruptura se sumergieron durante 5 minutos en etanol a 70%
y se degjaron secar en ambiente estéril.

5.9.5 Cobertura de microacarredores con ADN

Se usaron 50 pL de microacarreadores preparados previamente en glicerol 50%. Se
mezclaron con vortex las particulas de oro, hasta que se encontraban completamente
resuspendidas. En e siguiente orden se fueron agregando los componentes necesarios par
unir el ADN a las microparticulas de ao. Todo el tiempo las particulas se estuvieron

mezclando con vértex durante 5 segundos entre cada componente:

1.- Seagregaron 10 pL de ADN (1 pg/uL),
2.- 50 L de CaClk 2.5M, (recién preparado),
3.- 20 L de espermidina 0.1M.

Se mezcl6 con vortex durante 20 min a 4°C. Se agregaron 200 pL de etanol
absoluto a temperatura ambiente y se aplicd vortex, durante 5 segundos, la mezcla fue
centrifugada durante 30 segundos a 8,000 rpm. Se desech0 el sobrenadante y se repitieron
los lavados con etanol durante al menos 4 veces, hasta que las particulas de oro eran
facilmente resuspendidas. El paso final fue resuspender las particulas en 35 pL de etanol al
100% y se dgjan en hido hasta su uso. Este material se utiliz6 para 5 bombardeos.
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5.9.6 Preparacion del material bioldgico

Se utilizaron hojas y callos de lechuga para bombardeo. En € caso de tabaco
solamente hojas.

Se dilizaron hojas provenientes de plantas de tabaco de 6 semanas (var Petit
habana, SR1) asi como hojas de lechuga de 4 semanas (var Green Wave) crecidas en MS en
condiciones de esterilidad. Las hojas debian ser uniformemente verdes y carnosas, y no
debian ser mayor a2.5 cm de largo por 4 cm ancho. Las hojas de tabaco fueron puestas
sobre medio RMOP vy las de lechuga en medio MSJ, en cajas de Petri con la cara abaxial
hacia arriba para realizar el bombardeo. Los callos de lechuga fueron obtenidos a colocar
hojas de lechuga en medio MSJ durante 6-8 semanas e calo fue resembrado
continuamente cada semana para propagarlo y se utilizO para los experimentos de
biobalistica.

5.9.7 Bombardeo del material biologico de tabaco y lechuga

Se utiliz6 una pistola Bio-Rad con gas Helio para € disparo. Se asegura que la
campana de flujo laminar a igual que la pistola se hayan esterilizado con etanol al 100%, al
menos 15 minutos antes de iniciar, asi como la desinfeccion con la lampara de luz UV por
1h por lo menos 10 minutos antes de prender la campana

A continuacion se describe el procedimiento pararealizar el bombardeo de tabaco y
lechuga, con d objetivo de introducir ADN a los cloroplastos. Se abrié la vavula del
tanque de helio, se gjustd la presion del mandémetro de salida a 1400 ps (Ib/irf). Es
importante que la presion de salida sea superior a la resistencia del disco de ruptura. Se
encendio la bomba de vacio y la camara de vacio para realizar los disparos. Se colocaron
los discos de ruptura de 1100 psi para tabaco, y de 900 psi para lechuga (callo y hoja).

La suspension de microparticulas con ADN se depositd en los macroacarreadores a
razon de 10 pL por disparo. Se coloco la caja petri con lahojao callo, a9 cm de distanciay
se cerrd la camara de vacio. Se gener0 vacio hasta que e indicador marcé 28 Hg (mm de
mercurio). Se mantuvo € vacio y se realizo € disparo de las microparticulas con el ADN.

Se retir6 la placa de petri con la hoja o callo y se le colocd la tapa. Las hojas y callos
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bombardeados se incubaron en medio M S0 durante 48 h a27 °C en la obscuridad. Después
de este periodo, cada hoja se corté en piezas de alrededor de 2 mn? y las hojas de tabaco se
depositaron en medio RMOP con espectinomicina 500 mg/L, mientras que las hojas y
callos de lechuga se colocaron en medio MSJ con espectinomicina 50 mg/L y 100 mg/L

respectivamente, para inducir la seleccién de las plantas transplastémicas. Se utilizaron
aproximadamente de 15 a 20 hojas por disparo, asi como de 25-30 callos por disparo, y se
bombardearon las sei's construcciones bicistronicas generadas, tanto para lechugay tabaco.

5.10 Ensayos de actividad biolégica de plantas transgénicas

5.10.1 Extraccion de proteina total soluble de tejidos vegetales

Buffer de extraccion de Proteinas PBS
Fosfato de sodio 25 mM Buffer de Fosfatos PBS pH 7.4 con
Cloruro de Sodio 100 mM Leupeptina 10 pg/mL

Tritén 100X 0.5%

Se congelaron 100 mg de tejido vegetal utilizando nitrégeno liquido, se agregaron
500 yL de buffer de extraccion de proteinas vegetales 6 PBS con Leupeptina y se
homogenizé la mezcla. EI homogenado se centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos a 4°C, y
se recupero el sobrenadante. La cantidad de proteina se determiné mediante el método de
Bradford (1968). Se colocaron 10 uL de la solucién problema en tubos de ensayo, se afadié
1 mL del reactivo de Bradford y se midio la absorbancia a 595 nm. Se empled albumina de

suero de bovino como estandar (5-20 ng/uL).
5.10.2 Ensayos de inhibicién bacteriana en placa
Se redlizaron ensayos de actividad antimicrobiana con diferentes cepas bacterianas

patégenas de humanos. La preparacion de los medios de cultivo en los que se crecieron, se
describe en € apartado 5.1.4 de la metodologia
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5.10.2.1 M étodo de antibiograma

El método de antibiograma estima la concentracion de antibiotico necesaria para
inhibir €l crecimiento de una cepa bacteriana (Herrera-Diaz, 2005). La bacteria se sienbra
homogéneamente en una placa de medio Mueller Hintorf® (M-H) y sobre ella se depositan
discos de papel filtro de 6 mm de diametro impregnados con una cantidad conocida de
antibidtico. El tamafio del halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de una placade

agar, indicala eficiencia del antibidtico. El procedimiento empleado fué € siguiente:
5.10.2.2 Preparacion del indculo

Al menos 3 a 5 colonias bien aidadas y del mismo tipo de morfologia se
seleccionaron de un agar de cultivo. Con un asa fueron tomadas las colonias y se
transfirieron a un tubo con 4 a5 mL de caldo tripticasa de soya (TSA). El caldo de cultivo
fue incubado a 37°C hasta que alcanzé o excedié la turbidez del estandar de 0.5 de
McFarland (Barrett, 1975), es decir una OD a 625 nm de entre 0.08 a 0.1 (usuamente de 2
a 6 horas). En un lapso de tiempo éptimo de 15 minutos después de gjustar la turbidez del
inoculo, un hisopo se sumergié en ellay la térula de agoddn fue rotada varias veces y
presionada firmemente contra la pared interna del tubo sobre € nivel de liquido. Esto
remueve e exceso de indculo. Se inocula la superficie de una placa de TSA preparada con
agarosa de bgjo grado de electroendosmosis a 1% (Sigma). La técnica consistio en un
rayado con la torula sobre toda la superficie, este procedimiento es repetido rayando dos o
mas veces, rotando la placa aproximadamente 60 °C cada vez para asegurar una
distribuciéon uniforme del indculo. Como paso final se pasa sobre los bordes del agar, es
decir en la orilla de la placa. Las tapas de la placa pueden quedar entreabiertas por 3 a 5
minutos, pero no mas de 15 min, para permitir que un exceso de humedad de la superficie
se absorba antes de aplicar el disco con €l péptido o e antibidtico impregnado. Se evitaron

excesos en la densidad del inoculo y se utilizd cultivo fresco.
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5.10.2.3 Aplicacion de los discos a las placa inoculadas

L os sensidiscos consistieron en discos de papel filtro de 6 mm de diametro estériles
impregnados con 5 pL de antibiético 6 del péptido a analizar (previamente gjustando la
concentracion de proteina (200 pg)). Los sensidiscos se dispensaron por caja petri sobre la
superficie del agar. Cada disco fue presionado para asegurar contacto pleno con la
superficie del agar. Las placas fueron invertidas, y se degaon en reposo en

aproximadamente 15 minutos para ser incubadas a 37°C.

5.10.2.4 Lectura de las placas e inter pretacion de los resultados

Después de 16 a 18 horas de incubacion, cada placa fue examinada. Las zonas de
inhibiciéon resultantes debian ser uniformemente circulares en una capa homogénea de
crecimiento. Los didmetros de la zona de inhibicién fueron medidos en milimetros, pasando
por el centro del disco. En todos los experimentos se utilizé carbenicilina como control

positivo a una concentracion de 10 uM.
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VI.RESULTADOSY DISCUSION
6.1 Analisisde los genes antimicr obianos

En el presente trabajo se realizaron las construcciones bicistronicas para la
expresion de protegrinas de origen porcino en cloroplastos de tabaco y lechuga.

Originalmente los genes se encontraban en forma monocistrénica para co-
bombardeo, en e vector pKCZ que contienen los sitios de recombinacion homdloga para
cloroplastos de tabaco (Herrera-Diaz, 2005). Por lo que se reaiz6 un andisis de las
secuencias de los genes para comenzar a realizar las construcciones necesarias.

Segun € trabgjo previo reaizado por Herrera-Diaz (2005), se seleccionaron tres
péptidos antimicrobianos de Protegrinas de origen porcino en base a la eficiencia, y €
amplio rango de accién El primer péptido seleccionado, fue la Protegrina 1 (PGL),
descubierta en cerdos (Kokryakov y col. 1993). La PGl es la mas ampliamente
caracterizada (Shi y col., 1998; Bellm y col., 2000; Cheny col., 2000; Moscay col., 2000),
sin embargo debido a que la Protegrina 1 puede tener actividad hemolitica, se seleccionaron
dos Protegrinas sintéticas que no poseen dicha caracteristica. La Protegrina 1B367 (PG
IB237) que ya ha sido utilizada en pacientes con fibrosis quistica y en pacientes con
mucositis, ademéas de que se encuentra en fase Ill de desarrollo (Chen y col., 2000) y
finalmente en base a la selectividad antimicrobiana (activa solo contra microorganismos) se
eligid la Protegrina ciclica con tres cisteinas (PG3cc) sintetizada por Tam y col. (2000). En

la Figura 6 se muestra la homologia entre las tres protegrinas usadas en e presente trabgjo.

RGGRLCYCRRRFCVCVEGR  Protegrina 1(PG1)

]
1 1
: !
GGCLCYCREREFCVCYCR  Protegrina ciclica (PG3ce)
i i
; :
GEILCYCRERFCVCVER Protegrina IB367 (PG-1B367)

Figura6. Homologia entre las tres protegrinas seleccionadas (PG1, PG3cc y PG-1B367)
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Una de las principales caracteristicas de las protegrinas es que poseen dos puentes
disulfuro, los cuales son de vital importancia para su actividad antimicrobiana (Zhao y cal.,
1995; Mangoni y col., 1996). Debido a lo anterior fue necesario conocer si es posible la
formacion de puentes disulfuro en e cloroplasto. En e 2000 fue posible producir en
cloroplastos de tabaco una proteina que al igual que las protegrinas, @ momento de la
traduccion iniciaba con un aminoacido diferente a metionina (fenilananina), y que de igual
forma requiere de la formacion de puentes disulfuro para conservar su actividad (Staub y
col., 2000). Debido a que en cloroplastos de forma natural no se sintetizan proteinas con
puentes disulfuro, la estrategia que se utilizd en e trabgjo de Staub y col. (2000) consistio
en fusionar el gen de la Ubiquitina al gen de interés (somatotropina), aln y cuando no se
conocen ubiquitin-proteasas en cloroplastos, € procesamiento de la somatotropina fue
exitoso, por 1o que obtuvieron un péptido con un aminoécido diferente a metionina en la
parte amino terminal, sugiriendo que ademéas de procesar e propéptido, la Ubiquitina
funcion6 como chaperona para formar los puentes disulfuro, 1o que les permitié obtener
una proteina biologicamente activa. De igual forma la suma de la Ubiquitina a la
construccion del gen de la protegrina puede ayudar a que €l antimicrobiano no sea efectivo
ante E. coli, donde se realizan todas las construcciones (Staub y col., 1995).

En base alos resultados obtenidos por Staub y col., (2000), en el presente trabajo se
utilizaron los genes de protegrinas fusionados a Ubiquitina, los cuales fueron disefiados por
Herrera-Diaz (2005), con la finalidad de obtener protegrinas con puentes disulfuro y que
iniciaran con arginina en la parte amino terminal.

Debido a que la degradaciéon del mRNA en cloroplasto, es iniciada por el
reconocimiento de ciertas regiones en el ARN por enzimas con actividad de endonucleasas,
seguida por la poliadenilacion y la degradacion subsiguiente del mRNA, es necesario
generar construcciones que sean estables para la expresion en cloroplastos. La mayoria de
las secuencias de reconocimiento de las enzimas endonucleasas se localizan en laregion del
marco de lectura y muy cerca del comienzo del 3 UTR, es por eso la importancia de
generar un extremo 3'UTR que no sea degradado por las endonucleasas presentes en
cloroplasto. Por tal motivo a los genes utilizados en e presente trabgjo se les adiciond una
region 3'UTR del gen de rbcL, la cua en contraste con las regiones 3'UTR de los genes:
TpsbA y Trpsl6, posee una gran estabilidad y relativamente baja degradacion. Ademés en
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laregion 5 UTR se les adiciond una secuencia de unién aribosomas que facilitay potencia
latraduccion (Kuroday Maliga, 2002).

Los genes para las protegrinas, originamente se encontraban bajo el promotor
congtitutivo de cloroplasto Prrn en e vector pK CZ-P5' UTR-UbPG, para la transformacion
de cloroplastos de tabaco, que contenia una secuencia 3'UTR y una secuencia 5 UTR, €
cual corresponde a la region del gen T7g10. De igud forma € gen de sdeccién a
espectinomicina (@adA) se encontraba bajo € mismo promotor con una secuencia 3 UTR
en € vector pK CZ-P5' UTR-aadA.

Los genes de las protegrinas se  sintetizaron optimizando € uso de codones para su
expresion en cloroplasto en la compafiia Entelechor® (Alemania). El gen de la Ubiquitina
fusionado con el de las protegrinas tiene un tamafio aproximado de 295 pb, y €l gen de
seleccion a espectinomicina @adA) de 795 pb, y se obtuvo del vector pKCZ original.
Todos los genes se encuentran en e mismo vector (pKCZ) y se conocen las enzimas de
restriccion que flanquean las secuencias, para poder redizar las construcciones
bicistronicas.

Los genes monocistrénicos para co-bombardeo se mandaron secuenciar a
CINVESTAV Unidad Irapuato, por lo que fue necesario disefiar oligos que flanquearan

todo el cassette de expresion, desde el promotor hasta el terminador Fig. 7.

pKCZ-F
5-TAGCTCCCCCGCCGTCGTTCAATGA-3

pKCZ-R
5'-AGCACGTGGCTACGAACCACGGTGT-3

Figura7. Oligos para la secuenciacion de los genes monocistrénicos

Se mando secuenciar un fragmento aproximado de 1000 pb con €l oligo pKCZ-F. El
andlisis de secuenciacion mostré que los genes de las protegrinas y del gen de seleccion a
espectinomicina se encontraban sin mutaciones y en fase de lectura, listos para ser

subclonados y generar las siguientes construcciones (Datos no mostrados).
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6.2 Construccion de vector es bicistr dnicos para bombar deo de tabaco

El uso de vectores bicistronicos para la transformacion de cloroplastos presenta
varias ventgjas sobre e co-bombardeo de genes, dentro de las cuaes destaca que la
expresion de ambos genes se da de forma paralela ya que se encuentran regulados por un
mismo promotor, de esta manera las células capaces de crecer en medio selectivo, son
capaces de expresar € gen de seleccidn y por lo tanto e gen de interés.

Los vectores hicistronicos se generaron a partir de cada uno de los genes
individuales contenidos en e vector pKCZ. ElI gen de seleccidn se encontraba en € vector:
pK CZ-P5' UTR-aadA, y los genes de |as protegrinas se encontraban en |os vectores. pK CZ-
P5'UTR-UbPGL1, pKCZ-P5' UTR-UbPG3cc y pKCZ-P5' UTR-UbIB367. En la Figura 8 se

muestran |os vectores usados para la construccion de vectores bicistrénicos.

A)

- —Hpal 12562

TTe—tipnl 1531

CT——Eqll 1757
.

“EroRy 1762
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B)

_Hpal 1262

Kpnl 1591

B e =L e
~ gl 2294
®hal 2019 xXbal 2004

Figura 8. Vectores monocistronicos para co-bombardeo de tabaco: A) pKCZ-Ub-PG (PGl, PG3cc,
PGIB367), B) pKCZ-P5' UTR-aadA. En el mapa de restriccion solo se observan las enximas que solo tienen
un sitio de corte.

Para generar los vectores bicistronicos se digirié € vector pK CZ-P5 UTR-aadA con
las enzimas EcoRl y Kpnl, s purificd un fragmento de 1295 pb el cual contenia e gen de
seleccion y se incub6 con la enzima Klenow (en ausencia de nucledtidos), para eliminar €l
extremo 3' de cadena sencilla generado por Kpnl. Por otro lado € vector monocistronico se
digirié con laenzima Pmll y el fragmento de aproximadamente 5680 pb (el cua contiene el
gen de la protegrind) se purificd y se incub6 con fosfatasa alcalina de camaron (SAP) para
eliminar los fosfatos 5' y evitar la religacion del vector. Una vez purificado € inserto y €
vector se realizd unaligacion utilizando la T4 DNA ligasa, para posteriormente transformar
E. coli con laligacion. El vector pKCZ contiene el gen de resistencia a ampicilina, por lo
que se utilizd ampicilia o carbenicilina para seleccionar |as bacterias transformantes. A las
colonias obtenidas se les realizd una PCR utilizando oligonucledtidos que amplifican €l gen
aadA (aadA-F + aadA-R, Fig. 10) de aproximadamente 795 pb.
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1295 phb

Figura9. Digestion del vector pKCZ -P5' UTR-aadA con EcoRI y Kpnl, paradar un fragmento de 1295 pb.

El procedimiento para la generacion del vector bicistrénico fue e mismo para las
tres protegrinas. PG1, PG3cc y PG IB367. A continuacion se muestran |os resultados de las
PCR de colonia (Fig. 11, 13 y 15) asi como el andlisis de restriccion de cada una de las

construcciones bicistrénicas obtenidas paralas tres protegrinas (Fig. 12, 14y 16).

aadA-F
5-ATGGCTCGTGAAGCGGTTAT-3

aadA-R
5-TTATTTGCCAACTACCTTAG-3

Figural0. Oligonucledtidos paralaamplificacion del gen de seleccidn a espectinomi cina (aadA).
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7000 BB

3000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 11. PCR de colonia para e vector pK CZ-UbPG1 bic. Carril 0, Marcador de 1 kb; carril 1, dona 1,
carril 2, clona 2; carril 3, control + (pKCZ -aadA). Se usaron |os oligonucledtidas aadA-F+ aadA-R.

1kb EcoRl Notl Smal

5000 pb
4000 pb

3000 ph

2000
1500 pb

1000 ph

Figura12. Andlisis de restriccion del vector bicistrénico pKCZ-UbPGL bic, digerido con distintas enzimas
de restriccidn para verificar la construccion generada. EcoRI (3542 pb, 2885 pb), Notl (4623 pb, 1817 pb),
Smal (1917 pb, 4523 pb).
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7000 BB

3000 ph

2000 pb
1500 pb

1000 ph

500 pb

Figura1l3. PCR de colonia para €l vector bicistronico pKCZ -UbPG3cc bic. Carril 0, Marcador de 1 kb; carril

1,.clona 1; carril 2,.clona 2; carril 3, control + (pKCZ-aadA). Se usaron |os oligonuclettidos aadA-F+ aadA-
R.

1kb EcoRI Notl Smal

7008 BB

3000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 ph

500 pb

Figural4. Andlisis de restriccién del vector bicistrénico pK CZ-UbPG3cc bic, digerido con distintas enzimas
de restriccién para verificar la construccion generada. EcoRI (3542 pb, 2885 pb), Notl (4623 pb), Smal (2200
pb, 4240 pb).
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1 12

Figura 15. PCR de colonia para el vector pK CZ-UbIB367 bic. (0) Marcador de 1 kb; carriles 1-11, clonas
transformantes; carril 12, control + (pKCZ-aadA). Se emplearon los oligonuclettidos aadA-F+ aadA-R.

1kb EcoRl Notl Smal

Figura16. Andlisis de restriccion del vector bicistrénico pkKCZ-UbIB367 bic, digerido con distintas enzimas
de restriccion para verificar la construccion generada. EcoRI (3542 pb, 2885 pb), Notl (4623 pb), Smal (2200
pb, 4240 pb).
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De esta forma se lograron realizar tres construcciones bicistronicas de cada una de
las protegrinas, cuyos nombres fueron: pKCZ-UbPG1 bic, pK CZ-UbPG3cc bic, pKCZ-
UbIB367 bic. Una vez construidos los vectores bicistronicos en e vector pKCZ se
transformaron en E. coli TOP 10F y se obtuvieron suficientes colonias para la obtencién
de plasmidos por miniprep. En la Figura 17 se muestra e mapa generd del vector

bicistrénico generado.

ARl 4977 __ -
o amp prom
» =———pBR322 arigin - — Kpnl 1591
pKCZ-Ub-PG bic Byl L7352
e e 2ocues T—EreRV 1742
— UkPG

Figural7. Mapaderestriccion del vector bicistrénico.pKCZ -UbPG.

Lainsercion del gen aadA (espectinomicina) en los vectores con las protegrinas se
disefd de forma que €l gen de seleccidn fuera e segundo gen después de la protegring, o
anterior conlleva a que los brotes transformantes que sean capaces de expresar € gen aadA
en medio selectivo con espectinomicing, son capaces de producir la protegrina. En la Figura

18 se muestra un diagrama general de los genes bicistronicos construidos y obtenidos.
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Rrn P'5-UTR Ub-PG aadA -

Figural8. Construccion bicistrénica de las protegrinas. Como se observa, el primer gen en traducirse esel de
laprotegrina, y el segundo es el gen de seleccidn a espectinomicina (aadA).

El vector pK CZ posee sitios de recombinacién homdloga para tabaco (trnRACG y
trnN-GUU), dicha caracteristica le confiere la particularidad de poder recombinar con sitios
especificos del genoma de cloroplasto de tabaco y de esta forma insertar € cassette de
expresion en e genoma. Una caracteristica en particular del vector pKCZ es que ambos
sitios de recombinacion homdloga fueron sintetizados de forma independiente y a s vez
subclonados para formar finalmente & vector pKCZ (Zhurong, 2001). De esta forma la
transformacion de cloroplastos con € vector pKCZ resulta en una doble recombinacion
homologa para insertar € cassette de expresion. Los multiples eventos de recombinacion
gue se llevan acabo a transformar el genoma de cloroplasto con el vector pKCZ, origina la
pérdida de las regiones intergénicas entre los sitios de trnRy trnN, sin embargo esto no
tiene repercusion en e funcionamiento normal del cloroplasto (Griffiths y col.,1998), Es
conveniente notar que lainsercion de un transgén, bajo la regulacion del promotor Prrn, en
el vector pKCZ, puede ocasionar la pérdida del mismo por eventos de recombinacion que
pueden sucitarse con € promotor Prrn propio del pKCZ que controla la expresion del gen
de seleccion (comunicacion persona Dr. Koop). Por tal motivo es importante generar
construcciones con un solo promotor Prrn que controle tanto el transgén como € gen de

saleccion.

6.3 Construccién de vectores bicistronicos de recombinacion homdloga para la

transformacion de lechuga por biobalistica

El genoma de cloroplasto de todas |as especies esta muy conservado (Palmer, 1985).
Esto representa una ventgja desde el punto de vista de la transplantdmica ya que es posible

transformar distintas especies con un mismo vector disefiado para una sola especie. Por lo
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tanto es posible utilizar los vectores aqui construidos para transformar y expresar 1os genes
de protegrinas en otras especies vegetales. Sin embargo, de acuerdo con |o descrito por
Dhingra (2005), o més preciso para la transformacion de cloroplastos es usar un vector
especifico de especie, ya que en teoria se podrian obtener una mayor cantidad de brotes
transformantes. Por tal motivo, decidimos construir un vector especifico para la
transplantdmica de lechuga.

La edtrategia que se sSiguidé para la construccion de vectores recombinantes
bicistrénicos especificos para lechuga fue la subclonacion de las construcciones
bicistronicas ya generadas en el vector pK CZ, dentro del vector pADCt-6 donado por €l Dr.
Amit Dihngra (Dihngra, 2005) que porta secuencias de recombinacién homologa para
lechuga ¢rnAy trnl). Las construcciones bicistronicas generadas en e vector pKCZ se
disefiaron de forma que fuera posible obtener el cassette de expresion completo con la
enzima Smal, y poderlo clonar en € sitio Unico de clonacion Pvull del vector pADCt-6. En
la Figura 19 se muestra la estrategia que se sigui6 para la generacion de las construcciones
correspondientes para la transformaciénde cloroplastos de lechuga.

Pvull

:
= Ty

»

E
J N\
Smal V Smal

1917 pb

Figura 19. Estrategia para la generacion de vectores para recombinacién homoéloga conteniendo las
construcciones bicistrénicas parala transformacién de cloroplastos de lechuga.

Por lo tanto, para realizar las construcciones, |0s vectores bicistronicos se digirieron
con la enzima Smal y se purifico el cassette de aproximadamente 1917 pb. Al mismo

tiempo e vector pADCt-6 se digirio con la enzima Pvull, se purifico y se incub6 con la
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enzima fosfatasa acalina para eliminar €l fosfato 5 y evitar la religacion del vector.
Después de la purificacion del inserto y vector, se redizd la ligaciéon y findmente la
transformacion. Las clonas transformantes obtenidas se analizaron por una PCR de colonia
usando los oligonucledtidos que amplifican el gen de seleccion aadA.

1kb 1 2

i

e
L

«—1917 pb

Figura 20. Generacion de la construccién bicistronica en el vector pADCt-6. 1) pADCt-6 (Pvull); 2) pKCZ-
PG1 bic (Smal).

Las tres construcciones bicistronicas previamente obtenidas en e vector pKCZ
fueron sublconadas en € vector pADCt, por |o tanto se obtuvieron otras tres construcciones
para bombardear lechuga, las cuales corresponden a los siguientes plasmidos: pADCtHPG1
bic, pADCt-PG3cc bic, y pADCt-PGIB367 hic.
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kb 12 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 21. PCR de colonia para el vector pADCt-PG1 bic. Carriles 1-10, posibles donas transformantes;
carril 11, Control (+) pKCZ-PGL1 bic; carril 12, control negativo. Se utilizaron los oligonucleétidos aadA-F +
aadA-R. En el gel seindican con flechas |os productos de PCR de clonas positivas.

1

kb1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 1213 14 15 16 17 1819 21 22 23 24 25 26 27

Figura22. PCR de colonia para el vector pADCt-PG3cc bic. Carriles 1-26, posibles donas transformantes;
carril 27, Control (+) pKCZ-PG3cc bic. Se utilizaron los oligonucledtidos aadA-F + aadA-R.
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kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura23. PCR de coloniaparael vector pADCt-PGIB367 hic. Carriles 1-11, posibles clonas transformantes;
carril 12, control (+) pKCZ-PGIB367 bic. Se utilizaron los oligonuclettidos aadA-F + aadA-R.

Las construcciones realizadas para la transformacion de lechuga (al igua que las
construcciones para tabaco), se caracterizan por tener sitios de recombinacion homologa
especificos de especie. Los sitios se encuentran en bs regiones de repetidos invertidos,
especificamente en laregion 16S-trnl y trnA-23S del genoma de cloroplasto.

El vector pADCt a diferencia del vector pKCZ tiene la caracteristica de que la
region de recombinacién fue amplificada en una sola reaccién de PCR partiendo del ADN
de lechuga usando los oligonucledtidos de la Figura 24. El amplicén se cloné en € vector
pBluescript (+), y de esta forma se obtuvo pADCt. Para e caso de pKCZ se usaron dos
regiones de recombinacion homaologa amplificadas por separado. La parte que ingresa al
genoma del cloroplasto de tabaco a realizarse la doble recombinacion homodloga es
diferente a la existente en el genoma del cloroplasto pero no afecta la funcién del mismo,
por otro lado la parte que ingresa a recombinar € vector pADCt (16S-trnl y trnA-23S) es
la misma que hay en lechuga.

Capitulo 6 77



Resultados y Discusion: Omar Patifio Rodriguez

ADP17-F
5-GATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCG 3

ADP18-R
5’ -TCAACTGCTGCGCCTCAACGCATTTCGGGG-3

Figura24. Oligonuclettidos usados para la amplificacion de las regiones 16S-trnl-trnA-23S del genoma de
cloroplasto de lechuga.

Lo anterior congtituye una importante mejoraen € disefio del vector debido a que
las manipulaciones para la subclonacion de genes en € sitio Unico de clonacion son

menores, y se introduce una region propia del genoma de lechuga.
6.4 Analisis de la orientacion de las clonas transfor mantes para el vector pADCt

Debido a que los sitios de restriccion para la subclonacion en € vector
pPADCt, son sitios romos, puede existir la posibilidad de que la integracion ddl cassette de
expresion se de endos sentidos, y segun lo reportado por Dhingra (2005) la orientacién en
la cual se clone e promotor es de vital importancia para la expresion del transgén en
cloroplasto. Esto es debido a que €l promotor Prrn es un promotor enddgeno de
cloroplasto, por lo que a transformar € plastido y si ambos promotores |legaran a quedar
en la misma orientacion, podria ocasionar una delecion y por ende pérdida del cassette de
expresion por un evento de recombinacion entre ambos promotores. Por tal motivo para
evitar dicha pérdida, es importante verificar la orientacién del cassette de expresiéon en €

vector pADCt. En la Figura 25 se muestra la orientacion correcta que debe tener el cassette

Cassette de expresié>

q trnl trnA E

PADCt-6

de expresion.

Figura?25. Orientacion correcta del cassette de expresion parael vector pADCt-6.
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El andlisis de orientacion de las clonas transformantes pude realizarse por medio de
una PCR usando un oligonucledtido que hibride en €l cassette de expresién y otro en €
vector. De esta forma al realizar la correcta combinacion de oligonucleétidos se puede
comprobar la orientacion del cassette de expresion en € vector. En la Figura 26 se muestran
los oligonucledtidos que se pueden usar para conocer la orientacion del inserto, unos
situados end cassette de expresion y otros en € vector pADC.

Gen Ub-PG bic

ADP17-F
—
ADPI18-R

pADCt-6*

Figura26. Diagrama de ubicacion de oligonuclegtidos para realizar el andlisis de orientacion de lainsercion
del cassette de expresion.

Los oligonucledtidos que se seleccionaron para €l andlisis de orientacién fueron los
que se hinridan con del gen de seleccion @adA-Fy aadA-R), asi como los genes que
amplifican las regiones de recombinacion ADP17-F y ADP18-R. En la Figura 27 se

muestra el andlisis de orientacion para la construccion de la protegrina 1bic.
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3000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb

500 pb

Carril 1: Control UbPG1 (292 pb)

Carril 2. Control aadA (796 pb)

Tamarios esperados en €l anélisisde orientaci 6n
Oligonucledtidos usados Correcto Incorrecto
Carril 3| ADP17-F+PG1-R 2858 pb NA
Carril 4 aadA-FHADP18-R 3284 pb NA

Figura 27. Andlisis de orientacién de la construccion con la protegrina 1 mediante PCR. NA = no

amplificacion.

En la Fig. 27 se muestran clonas que tienen la orientacion correcta analizadas por
PCR usando los oligonucledtidos ADP17-F y e PG1-R dando una banda de 2858 pb
(Fig.27, carril 3). Ademas = verificd con € par de oligonucleétidos aadA-F y ADP18-R,
dando una banda de 3284 pb (Fig.27, carril 4). En la Figura 28 se muestra el andlisis de

orientacion de las tres construcciones para protegrinas.
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lkb 1 2 3

Figura 28. Andlisis de orientacién de las construcciones de protegrinas en pADCt. (1) pADCt-PG1 bic; (2)
pPADCt-PG3 cc hic; (3) pADCt-PGIB367 bic. Oligonucledtidos usados aadA-F + ADP18-R

Una vez andlizadas y verificadas las construcciones se procedié a redizar €l
bombardeo de lechuga y tabaco. En total se realizaron 6 construcciones bicistronicas de las
cuales tres fueron en e vector pKCZ y tres en € vector pADCt. Cada uno de ellos se
purific6 adecuadamente para realizar los experimentos de biobalisitica, asi como las
pruebas del andlisis de la funcionalidad de las construcciones en E. coli. En laFigura 29 se

muestra el mapa genera de los plasmidos pADCt-UbPG hic.
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Figura29. Mapade restriccion del vector pADCt-PG bic paralatransformacion de cloroplastos de lechuga.

6.5 Andlisis del funcionamiento de las construcciones en E. coli

L as pruebas preliminares en Escherichia coli son muy Utiles debido a que es posible
comprobar lafuncionalidad de algunas construcciones en un tiempo muy corto. Lo anterior
es posible debido a que los eventos de transcripcion y traduccion son muy similares en
algunos organismos procariotes y en cloroplastos (Elis, 1970). Seguin lateoria del origen de
los cloroplastos, en una etapa de la evolucion de las células vegetales, formaron una
relacion simbidtica con una célula procariote primitiva, la cual le permitia realizar ciertos
procesos biogquimicos de asimilacion de nutrientes y obtencion de energia (Buchanan y cal.,
2000). Debido alo anterior es posible probar la funcionalidad de las construcciones para la
transformacion de cloroplasto en E. coli.

Concernientemente £ ha demostrado que € promotor Prrn, asi como la regién
5UTR de la proteina 10 del fago T7, son funcionales en E. coli y por lo tanto se utiliza
para demostrar la funcionalidad de las construcciones, como por gjemplo la deteccién de la
proteina VP6 de rotavirus (Kuroda y Maliga, 2002; Chin y col., 2003; FernandezSan

Millan y col., 2003). Aun y cuando existe un reporte en el que se sugiere que las pruebas
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preliminares en E. coli no son confiables (Magee y col., 2004), e hecho de que las
construcciones génicas funcionen en bacterias es muy prometedor y dan confianza para
proceder con las pruebas de transformacion. Por tal motivo, en el presente trabgjo se
realizaron pruebas para demostrar la funcionalidad de |as construcciones bicistronicas en E.

coli.

6.5.1 Funcionalidad del gen de seleccion a espectinomicina (aadA) en E. coli

Como se menciond anteriormente, las construcciones bicistronicas estan reguladas
por el promotor constitutivo Prrn, seguido de la expresion del gen de la ubiquitina-
protegring, y finalmente el gen de seleccion a espectinomicina @adA). De esta forma s
demostramos que se expresa € gen de seleccidn a espectinomicina, podemos inferir que el
gen de interés también se estd expresando. Por lo tanto se rediz6 un ensayo de
transformacion para resistencia al antibiético. Se transformd E. coli con las diferentes
congtrucciones y se crecidé en un medio con espectinomicina (50 mg/L). Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 30.

4 5 6

Figura 30. Andlisis de la expresién del gen aadA en E. coli. (1) Control negativo (-): E. coli TOP 10; (2)
Control positivo (+): E. coli (pKCZ orig); (3) E. coli con pKCZ-P5'UTR, 4) E. coli con pKCZ-P'5UTR-
UbPG1,; (5) E. coli con pKCZ-PGL1 bic; (6) E. coli con pADCt-PG1 bic.
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L os resultados indican que las construcciones bicistronicas son funcionales para €l
gen de seleccidn (@adA) (Fig. 30, placas 5y 6). La diferencia en el crecimiento puede ser
debida al tamarfio del plasmido, ya que e vector pK CZ bicistrénico mide aproximadamente
6440 pb (placa 5), en cambio & vector pADCt bicistronico (placa 6) mide
aproximadamente 9500 pb, por lo que es mas fécil la transformacién de plasmidos
pequefios. Las cepas de E. coli transformadas con las construcciones monocistronicas de las
protegrinas, no fueron capaces de aecer en medio selectivo (Fig. 30, placa 4). El control
(+) y la construccion monocistronica del gen aadA, si fueron capaces de crecer en medio
de seleccidn con espectinomicina (Fig. 30, placas 2y 3).

Los resultados del experimento anterior indican que los cassettes de expresion para
protegrinas funcionan en un ambiente procaridtica y por lo tanto podemos inferir que
deberan expresarse adecuadamente en el cloroplasto. En este trabajo las protegrinas se
expresan fusionadas a la ubiquitina y esto hace que no afecte a E. coli, sin embargo a
producirse en la planta se esperaria que se procesen y se libere la protegrina madura con

actividad antimicrobiana.

6.5.2 Andlisis electrofor ético delas proteinas producidas por los vectores bicistr énicos

en E .coli

Una vez probada la funcionalidad del promotor y gen de seleccion en E. coli se
decidio determinar s era posible observar los productos proteicos codificados por las
construcciones bicistronicas en esta bacteria Para esto realizamos un andlisis
electroforético de las proteinas totales de las bacterias recombinantes capaces de crecer en
medio de seleccion, por 1o cua se esperaba observar la proteina que confiere la resistencia a
espectinomicina (aminoglicésido 3'-adeniltransferasa), asi como la proteina de la
protegrina fusionada con la ubiquitina las cuales no estan presentes en E. coli TOP 10 F.
Las cepas de E. coli transformadas con los vectores. pKCZ original, pKCZ-PG1 bic y
pADCt-PG1 bic, se crecieron en medio liquido con espectinomicina (50 mg/mL). Ademés
como control se crecid E. coli sin antibidtico. A todos los cultivos se les redizd una
extraccion de proteinas totales y se analizaron en un gel de poliacrilamida a 16%. Los
resultados se observan en laFigura 31.
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Figura 31. Fraccién soluble de proteinas totales de E. coli. (1) Control negativo E. coli TOP 10; (2) E. coli
transformada con pKCZ; (3) E. coli transformada con pKCZ-Ub-PG1 bic; (4) E. coli transformada con
pADCt-Ub-PGL1 bic.

A pesar de no contar con anticuerpos ya gque no existen en e mercado, podemos
inferir que se estan produciendo ambas proteinas recombinantes basados en e tamarfio
esperado de 29.4 kDa para el agente de seleccion y 11.1 kDa para la Ubiquitina-Protegrina,
segun lo observado en la Figura 31. La banda de 29.4 KDa es mas facilmente distinguible
respecto ala E. coli no transformada donde a esa altura se observa solo una banda, mientras
gue en los carriles 2, 3y 4 se observan dos. La banda de 11.1 kDa de la protegrina se
observadifusa.

L os resultados sugieren la presencia de proteinas que no se detectan en la bacteria
sin transformar y que son del tamafio esperado para nuestras proteinas recombinantes sin
embargo solo una prueba de antagonismo nos podra dar mayor certeza de esto. Los
resultados de las secciones 6.5.1 y 6.5.2 nos dieron confianza para redizar las

transformaciones por biobalistica con los vectores generados.
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6.6 Transformacion de cloroplastos de lechugas y tabaco por € método de bombardeo

de particulas (biobalistica)

La transformacion por € método de bombardeo de particulas es uno de los méas
utilizados para la transformacion de cloroplastos (Kanamoto y col., 2006). En € presente
trabajo se bombardearon hojas de tabaco ya que se tenian reportes de transformacion de
cloroplastos de tabaco usando este tipo de explante (Tregoning, y col., 2003), asi como
hojas y callos de lechuga ya que a iniciar este experimento no sabiamos cual tipo de
explante seria mejor. En ambos casos se dispararon |os genes bicistronicos disefiados para
ambas especies (pKCZ y pADCt), con e objetivo de comparar la eficiencia de
transformacion con vectores especificos de especie. Cabe destacar que los resultados de la
transformacion de las hojas de tabaco no se muestran, debido a que continlan en medio
selectivo, y solo se muestran |os resultados de los disparos realizados a las hojas y callos de
lechuga. Las condiciones del disparo asi como las caracteristicas técnicas del mismo se

describen en la seccién de materiales y métodos.

6.6.1 Seleccion de brotes transplastomicos

Una de las caracteristicas de vital importancia para que se lleve acabo una correcta
transformacion de cloroplastos en cualquier sistema vegetal, es que se tenga un eficiente
sistema de regeneracion, asi como controlar de forma adecuada |os parametros cruciales de
temperatura y nutrientes, para que se lleve acabo la seleccion de los brotes capaces de
crecer en medio selectivo.

Los calos de lechuga, después del bombardeo fueron colocados en medio MSJ con
espectinomicina a 100 mg/L, ya que a esta concentracion de antibiético es posible
seleccionar brotes transformantes de lechuga (Martinez-Gonzalez, 2005). Ademas, €l medio
posee reguladores de crecimiento con la caracteristica de promover la division celular de tal
forma que se obtiene una gran cantidad de callo en poco tiempo. Los calos tardaron
aproximadamente 45-50 dias en comenzar a tornarse de un color amarillo claro, para
posteriormente dar brotes verdes en un promedio de 2.5-3 meses. En este periodo de tiempo

los callos fueron subcultivados cada 7 dias y pasados a nuevos medios de cultivo cada 15
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dias, por lo tanto se obtienen callos transformantes aproximadamente en un periodo de 3-4
subcultivos. En cuanto ala eficiencia de transformacion, para los callos se obtuvieron entre
5 al0 brotes por disparo, 1o cua corresponde aproximadamente al 30% de los callos
disparados, y de los cuales solo uno fue transplastémico, por lo tanto se obtuvo una
eficiencia del 4%. En la Figura 32 se muestran los brotes obtenidos de callos, las flechas

muestran los brotes verdes.

A) B)

. 4

Figura 32. Brotes obtenidos de callos de lechuga. (A) Disparo con pKCZ-Ub-PG3 bic; (B) Disparo con
pADCt-Ub-PG1 hic.

Las hojas de lechuga, después del bombardeo se colocaron en medio de seleccion
MSJ (50 mg/L de espectinomicina), donde se incubaron durante 3 dias para posteriormente
cortarlas en fragmentos de 1 mm x 1 mm, e incubados nuevamente en el medio MSJ con
antibiético. Los fragmentos de hoja a los 7 dias después de colocados en e medio de
seleccion se tornaron a una coloracion amarilla, ademas presentaron un engrosamiento que
comenzaba a dar € aspecto de callo, y los primeros callos verdes fueron observados
aproximadamente a 2-2.5 meses. La eficiencia de regeneracion para las hojas fue menor
que para los callos, ya que se obtuvieron solamente de 1-3 brotes verdes por disparo, lo
cual corresponde aproximadamente solo al 1% de eficiencia de regeneracion Los brotes
transformantes fueron completamente evidentes debido a que la hoja se tornaba de un color
oscuro Yy los brotes se tornaban de un color verde-amarillo, como se observa en la Figura
33.
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Figura 33. Brotes posiblemente transplstomi cos provenientes de hojas de lechuga de 2.5 meses después del
bombardeo, con: @) pK CZ-PG1 bic, b) pK CZ -PG3cc bic, ¢) pADCt-PG3cc bic.

Después de ser observados |os brotes transformantes se cortaron y se colocaron en
medio de seleccion para micropropagarlos y obtener suficiente material para los ensayos

siguientes, en la Tabla 6 se muestra el resumen de |os resultados de los disparos.

Tabla 6. Resumen de resultados de los disparos con las construcciones generadas

M aterial Bombar deado Construccion No. De callos que % de % de
disparada dieron brotes Regeneracion| Transformacion

pKCZ-PG1 hic 7 30 1%
pKCZ-PG3cc bic 5 20 4%
pKCZ-I1B367 bic 5 20 MS

Callo de L echuga PADCL-PGL bic 10 0 MS
pADCt-PG3cc bic 8 32 4%
pADCt-1B367 bic 6 24 MS
pKCZ-PG1 hic 3 15 MS
pKCZ -PG3cc hic 2 10 MS

Hoja de Lechuga pKCZ-1B367 F)ic 1 5 MS
pADCt-PG1 bic 1 5 MS
PADCt-PG3cc hic 3 15 MS
pPADCt-1B367 bic 3 15 MS

Se utilizaron entre 25 y 30 callos, y entre 15-20 hojas.
MS: Los callos se encuentran en medio de seleccion

En estos resultados preliminares, se observa una tendencia de mayor porcentaje de
regeneracion usando vectores especificos de especie tanto para calo como hoja, a
excepcion de hoja de lechuga disparada con pKCZ-PGL1 bic. Se observa que el explante

menos dafado es el callo con una tendencia general de regeneracion mas ata que la hoja.
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Con estos resultados no es posible concluir cual de los vectores (pKCZ 6 pADCt) es
mas €ficiente para la transformacién de cloroplasto, ya que es necesario andlizar € total de
muestras por PCR, para verificar € porcentgje de transformacion tanto de hojas como de
calos de lechuga. El cortar parte de los calos retraza €l desarrollo y formacion de los

brotes, incluso en algunos casos € callo se muere.

6.7 Andlisis por PCR delos brotes transformantes

Una vez micropropagados |os brotes transformantes se realizo la extraccion de ADN
para realizar los ensayos de la integracion del transgén en el genoma del cloroplasto de la
lechuga, por lo que fue necesario redizar combinaciones de oligonucledtidos que

identificaran el gen bicistronico asi como verificar laintegracion a genoma de cloroplasto.

6.7.1 Andlisisdelaintegracion del transgén al genoma de cloroplasto

La transformacion de cloroplastos es sitio especifico, de manera que se conoce €l
sitio exacto de la integracion de los genes hicistronicos. De esta manera se puede andizar la
integracion del transgén al genoma del pléstido por PCR, utilizando un oligonucleétido que
hibride en & transgén y otro con el genoma de cloroplasto, de esta forma s hay
amplificacion, se asume que € transgén bicistronico esta integrado en € genoma del
cloroplasto (Kotay col., 1999).

A los brotes verdes seleccionados se les extrgjo € ADN y se redizé una PCR para
verificar la integracion del transgén. Primeramente se determing la presencia de los
transgenes para lo cual se usaron oligonucledtidos que amplifican e gen de la protegrina
(292 pb) y oligonucledtidos que identifican € gen de seleccion aadA (796 pb). Una vez
identificados los brotes transgénicos, se les realizd una PCR para conocer si se llevd acabo
la integracion especifica en e genoma de cloroplasto. En la Hgura 34 se muestran los

resultados del PCR de los brotes transpl astomicos.
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Figura 34. Identificacién de brotes transplastomicos por PCR. 1) Brote de lechuga (PG1 bic) usando los
oligonucledtidos PG1-F+PG1-R; 2) Brote de lechuga (PG1 bic) usando los oligonucl eétidos aadA-F+aadA-R;
3) Brote de lechuga (PGL1 bic) usando los oligonucledtidos aadA-F+GCL-R; 4) Brote de lechuga (PG3cc hic)
usando los oligonucledtidos PG3-F+PG3-R; (5) Brote de lechuga (PG3cc bic) usando los oligonucleétidos
aadA-FraadA-R; 6) Brote de lechuga (PG3cc bic) usando | os oligonucl eétidos aadA-F+GCL-R.

A lafecha se han obtenido brotes transplastomicos de lechuga creciendo en agente
de seleccidn que contienen las protegrinas PG1 y PG3cc, en un cassette bicistrénico
integrado en el genoma del cloroplasto, a ser disparados con los vectores pK CZ-PG1 bic,
pK CZ-PG3cc bicy pADCt-PG3cc bic.

A pesar de que la homoplastia se logra con varias rondas de seleccion, segun los
resultados descritos por Kanamoto y col. (2006), la transformacién estable de la lechuga se
establece al analizar 1a Ty, por 1o que es necesario redlizar los ensayos en plantas adultas de
la Tp, asi como en la Ty, para concluir que la transformacion realizada en este trabajo fue
estable lo cual esta en proceso.

El tiempo para generar plantas transplastdmicas de lechuga, usando vectores con
sitio de recombinacion especificos de tabaco fue similar a usar un vector con sitios
especificos de lechuga, sin embargo deberdn hacerse ensayos de antagonismo contra
bacterias para ver, cua de las plantas transplastémicas es mas eficiente respecto a control
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de microorganismos y poder llegar a conclusiones respecto a uso del vector utilizado para
transformar cloroplasto.

6.8 Ensayos de la actividad antimicrobiana

Dentro de las pruebas cruciadles en la produccion heterdloga de proteinas
recombinantes se encuentra el andlisis de la actividad de la proteina que se expresd, 1o que
constituye la prueba fehaciente de la funcionalidad del sistema para producir la proteina
que se desea estudiar (Aumelas y col., 1996). Con base en lo anterior se decidi6 realizar las
pruebas de funcionalidad de las protegrinas producidas en los cloroplastos de lechuga. Las
protegrinas son péptidos pequefios, solubles, y que conservan su actividad en un amplio
rango de pH, debido a lo anterior es posible obtener €l extracto crudo de las proteinas
totales solubles de los brotes transplastomicos y realizar ensayos in vitro de la actividad
antimicrobiana, lo cual se realiz6 a retar dos cepas de microorganismos patdégenos de
humano con las proteinas totales solubles (PTS) de los callos transplastomicos.

Las PTS extraidas de los brotes transplastomicos se cuantificaron por e método de
Bradford, y se gjusto la concentracion de proteinas tomando como base a la concentracion
mas bagja de proteinas extraidas, para posteriormente agjustar la concentracién total de
proteina a 200 pg para cada una de las lineas transplastomicas, asi como para € control
negativo y se realizaron experimentos independientes por triplicado. Se supone que en este
concentracion de proteinas totales solubles, deberemos tener entre 1-100 g de protegrina
(rangos usados para pruebas de antagonismos), asumiendo que como se ha reportado
anteriormente, la transformaciéon de cloroplastos da rendimientos por arriba del 10% de
PTS. En € caso particular de E. coli y K. pneumoniae el rango es de 0.25-5 pg/mL. Para
realizar € reto de las protegrinas, se utilizd & méodo de difusion radial en disco descrito
en e apartado de metodologia. Se utilizaron como control negativo callos de lechuga que
no habian sido transformados, €l control positivo fue el antibidtico de Carbenicilina a una
concentraciéon de 10 mM ya que no contamos con protegrina pura como control. Para esta
prueba se considerd la capacidad de difusién de las Protegrinas y se siguieron las
sugerencias de Albrecht y col. (2002) en las que < describe gque las protegrinas difunden

mejor en medios que contienen agarosa de bajo grado de electroendosmosis y no asi en
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medio con agar. Las cepas a las cuales se les realizo € reto fueron: Klebsiella pneumoniae
y Escherichia coli. Los resultados del ensayo antimicrobiano se muestran en la Figura 35.
En esta imagen se pueden observar los haos de inhibicién del control positivo de la
Carbenicilina 'y de los extractos proteicos de las protegrinas, asi como la ausencia de halo

en el extracto de proteinas de lechuga no transformada.

Figura 35. Resultados del ensayo antimicrobiano de los extractos proteicos de los callos transplastémicos de
lechuga: a) prueba con Escherichia coli, b) prueba con Klebsiella pneumoniae. 1) Calo silvestre (WT); 2)
Cdlo transplastémico 1 (pKCZ-PG1 bhic); 3) Calo transplastomico 2 (pKCZ-PG3cc bic); 4) Callo
transplastomico 3 (pADCt-PG3cc bic); (+) Carbenicilina (10mM); (-) Buffer de extraccion de proteinas.

En la Figura 35 se observa que en € control negativo no hay ningun tipo de halo
que pueda indicar la inhibicion del crecimiento bacteriano en ambos ensayos, por otro lado
en el extracto del callo silvestre (WT), se observa un pequefio halo de inhibicion en el caso
de la prueba contra K. pneumoniae, sin embargo, en los extractos de los callos disparados
con los genes pKCZ-PG1 bic y pKCZ-PG3cc bic, se observa un halo de inhibicion
bacteriana mayor en ambas pruebas, y solo un pequefio halo en el extracto del callo
disparado con pADCt-PG3cc bic. En la prueba practicada con E. coli, los halos de
inhibicién son mayores a los halos de la prueba contra K. pneumoniae.

Nosotros esperabamos encontrar halos de inhibicién mayores, partiendo de que en

d trabgo de HerreraDiaz, (2005), donde se transformd nuclearmente la lechuga con la
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PG1, se observaron halos de inhibicion similares, sin embargo no sabemos que tipo de
procesamiento estan teniendo las protegrinas en e cloroplasto, por 10 que un aspecto a
considerar es que posiblemente la ubiquitina no esta favoreciendo eficientemente la
formacion de puentes disulfuro asi como el plegamiento adecuado de la protegrina, por otro
lado debemos recordar que la ubiquitina estd fusionada traducciorelmente con la
protegrina, por lo que otra explicacién podria ser que no se esta llevando acabo € corte de
la proteina en el sitio correcto (ubiquitina-protegrina), 1o que podria disminuir la actividad
de las protegrinas. De igual forma es necesario hacer notar que |os ensayos antimicrobianos
se realizaron en un estado muy temprano del desarrollo de la planta (callo indiferenciado),
por lo que es necesario realizar 10s ensayos en plantas adultas de lechuga y determinar €l
nivel de expresion Cabe destacar que la estimacion de la produccion de protegrinas
producidas en cloroplasto, se realizd en base a la actividad antimicrobiana, y probablemente
solo una pequeiia cantidad de protegrina es funcional, por lo que probablemente la mayor
cantidad de proteina traducida no tuvo las modificaciones para ser una protegrina
biol6gicamente activa. Lo anterior podria corroborarse al redizar ensayos Inmuno-
Enzimaéticos usando la técnica de ELISA o un Western-blot que nos permite cuantificar la
proteina que se traduce, mas no la que es biol égicamente activa.

No obstante, € hecho de que se haya demostrado la posibilidad de expresar
proteinas de mamifero en cloroplastos de lechuga, con cierta actividad, abre un nuevo
panorama en la produccion de proteinas heterélogas en plantas, debiendo abordar estudios
sobre el procesamiento de la ubiquitina para la formacion de puentes disulfuro y su papel
como chaperona para la produccién de una proteina funcionalmente activa, asi como € sitio
de corte de ubiquitina-protegrina.

Este es @ primer trabgo donde se ha logrado obtener callos transplastémicos de
lechuga que son capaces de expresar € gen de la protegrina 1 y de la protegrina 3 ciclica,
ambos en construcciones bicistronicas, sin embargo es necesario obtener plantas adultas
para concluir que la transformacion es estable, asi como realizar antibiogramas con

extractos de planta adulta.
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VIl.- CONCLUSIONES

1. Las 6 construcciones hicistronicas para tres protegrinas (PG1, PG3cc y 1B367)
obtenidas en los vectores pKCZ y pADCt son funcionales en E. coli.

2. El vector pKCZ con las tres protegrinas, es funciona en la transformacion por

bombardeo tanto en tabaco como en lechuga.

3. El vector pADCt con las tres protegrinas, es funciona en la transformacion por

bombardeo tanto en lechuga como en tabaco.

4. El uso de vectores especificos de especie para la transformacién de cloroplastos,
favorece, un mayor porcentagje de regeneracion en lechuga.

5. No se puede concluir en este momento cua vector es mas eficiente para la
transformacion de cloroplastos de lechuga, ya que falta analizar todos los brotes, pero hasta

ahora se han obtenido callos transplastémicos con ambos vectores.

6. Con las construcciones bicistrénicas de protegrina 1 y 3cc se lograron obtener

plantas modificadas genéticamente que integraron €l transgén en el genoma de cloroplasto.

7. Los extractos proteicos extraidos de callos transplastomicos de lechuga, que
expresan las protegrinas PG1 y PG3cc de lechuga, son capaces de inhibir €l crecimiento de
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli a realizar los ensayos antimicrobianos de
difusién radial en placa, demostrando la actividad de estas protegrinas expresadas en planta.

8. El sistema de lechuga es un sistema ideal para transformacion de cloroplastos, ya

que en periodo corto de 2.5 meses se obtienen brotes de posibles plantas transplastémicas.

Capitulo 7 95



Capitulo 8
PERSPECTIVAS




Perspectivas; Omar Patifio Rodriguez

VIIl.- PERSPECTIVAS

Obtener y andizar plantas To y Ti transplastémicas de lechuga y comparar en
pruebas de antagonismos cual de las 3 protegrinas expresadas presenta mayor

actividad antimicrobiana.

Comparar e grado de hemalisis al suministrar el extracto de las tres protegrinas en
ratones para probar su eficiencia en mamiferos como control de enfermedades
infecciosas.

Retar bacterias patdgenas de plantas con las lechugas transplastomicas

Retar bacterias resistentes a antibio6ticos convencionales con extractos proteicos de

lechugas transplastémicas.

Andizar € procesamiento de la fusion traduccional de Ubiquitina-Protegrina y

correlacionarlo con la actividad anti microbiana.
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X.

10.1 Medios de cultivo para plantas
Mezclabasal de salesMS*

APENDICE

Solucioén Compuesto Concentracion final | Concentracion del
(mg/L) stock 100 X (g/L)
MSI Nitrato de amonio 1650.0 165.0
Nitrato de potasio 1900.0 190.0
MSII Sulfato de magnesio 342.5 34.25
Sulfato de manganeso 16.9 1.69
Sulfato de zinc 8.6 0.86
Sulfato de cobre 0.025 0.0025
MSIII Cloruro decalcio 440.0 440
Y oduro de potasio 0.83 0.083
Cloruro de cobalto 0.025 0.0025
MSIV Fosfato de potasio 7.0
- 70.0
monobasico
Acido bérico 6.2 0.62
Molibdato de sodio 0.025
0.25
dihidratado
MSV Sulfato ferroso 2.78
27.8
heptahidratado
EDTA dihidratado 373 3.73

*|nformacion técnica de Phytotechnology®. Modificado por M.C.

Luzmila Martinez.

Sergio Rosales y Q.F.B.

En caso de contar con € polvo MS listo para usarse marca Phytechnology, se agregan 4.3g

para preparar un litro de medio.
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10.2 Vitaminas para plantas

10.2.1 Vitaminas del medio RM OP (Necesarios para Nicotiana tabacum)

Compuesto | Concentracion final (mg/L) | Concentracion del  Stock 1000 X
(mg/mL )

Myoinositol | 100.0 100.0

Tiamina 10.0 10.0

Los compuestos se disolvieron en agua desionizada estéril y se aforaron a 50 mL, para

almacenarse -20 °C.

10.2.2 Vitaminas B5 (Necesarias para Lactuca sativa)

Compuesto Concentracion (mg/L) Concentracion del Stock
1000 X (mg/mL)

Myo Inositol 100 100

Tiamina 0.1 0.1

Acido nicotinico 0.5 0.5

Piridoxina 0.5 0.5

Glicina 2.0 20

L os compuestos se disolvieron en agua desionizada estéril y se almacenaron en alicuotas de

25mL a-20°C.

10.2.3 VitaminasM S

Compuesto Concentracion final (mg/L) | Concentracion del Stock
1000 X (mg/mL)

Myoinositol 100.0 100.0

Tiamina 10.0 10.0

Acido nicotinico 1.0 1.0

Piridoxina 1.0 1.0

L os compuestos se disolvieron en agua desionizada estéril y se almacenaron en alicuotas de

25mL a-20 °C.
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10.3 Medios de cultivo para lechugay tabaco

A continuacion se presentan Tablas en las cuales se describe la composicion de los medios

de cultivo de tgjido, con los reguladores de crecimiento y vitaminas de acuerdo a la planta

en laque seredlizo.

10.3.1 Medios de cultivo para lechuga (Lactuca sativa)

Componentes MS MSO MS104 MSJ
SalesMS 2X 500 mL/L 500 mL/L 500 mL/L 500 mL/L
Vitaminas (1000X) | MS 1ImL B5-1mL B5-1ImL MS-1mL
BA - - 0.5mg/L 0.5mg/L
ANA - - 0.02m/L 1.0mg/L
Cinetina - - - -
2,4-D - - - -
Caseina - - - -
Sacarosa (g/L) 30 30 30 30
pH 5.7 5.7 5.7 5.7
Agar (g/L) 7 7 7 7

10.3.2 Medios par a tabaco (Nicotiana tabacum)
Componentes MS M SO RMOP
SaesMS 2X 500mL/L 500mL/L 500mL/L
Vitaminas (1000X) MS- ImL B5-1mL RMOP-1mL
BA - - 1(mg/L)
ANA - - 0.1(mg/L)
Sacarosa (g/L) 30 30 30
pH 5.8 5.8 5.8
Agar (g/L) 7 7 8
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