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Resumen

“Evaluaciéon de sistemas de expresion heterélogos para la
produccion de factores de crecimiento humanos recombinantes”

Los factores de crecimiento son proteinas claves para el mantenimiento de cultivos de
células madre in vitro, ya que regulan la proliferacion y diferenciacion celular. Dada la importancia
de las células madre y su potencial aplicacién en terapias regenerativas, resulta de especial
interés desarrollar plataformas de expresion que permitan una produccion segura y a bajo costo
de factores de crecimiento recombinantes. El uso de plantas como biorreactores constituye un
sistema atractivo para la produccién de proteinas recombinantes, debido a su capacidad para
alcanzar niveles potencialmente altos de expresion, los minimos requerimientos para su
crecimiento y el facil escalado. Por otro lado, la expresion en levaduras se destaca como un
sistema de produccion rapido y costo-efectivo, con un gran potencial para la produccion de

proteinas de origen eucariota.

En el marco de esta Tesis doctoral, ensayamos distintos sistemas de expresion para
producir factores de crecimiento recombinantes, evaluando la expresion en la levadura Pichia
pastoris y dos sistemas de plantas como biorreactores: la transformacion del genoma plastidico
de Nicotiana tabacum y la expresion transitoria en Nicotiana benthamiana. Evaluamos la
produccion del Factor de Crecimiento Fibroblastico basico humano (hFGFb) en los tres sistemas
mencionados, y de la Proteina Morfogénetica Osea humana (hBMP4) especificamente en la

levadura metilotréfica Pichia pastoris.

Se ensayaron distintas condiciones de crecimiento e induccién para la produccion de
rhFGFb y rhBMP4 en cultivos de la levadura P. pastoris. Sin embargo, no fue posible producir
las proteinas de interés bajo las condiciones analizadas, y se enfocé el estudio al analisis de los

distintos biorreactores vegetales.

A través de la transformacién del genoma plastidico se obtuvieron plantas
transplastémicas que, a pesar de exhibir alteraciones fenotipicas, expresaron de forma estable
la proteina rhFGFDb, alcanzando niveles de expresion de 0,3% de la proteina total soluble (PTS).
Se logro purificar rhFGFb bioldgicamente activo a partir de las plantas transplastémicas,
corroborando su actividad biolégica en un ensayo de proliferacion celular. Por otro lado, se evalué
la expresion transitoria en plantas de N. benthamiana y se estudio la acumulacién de la proteina
rhFGFb en distintos compartimentos subcelulares. El apoplasto, la vacuola y el reticulo
endoplasmatico resultaron compartimentos subcelulares adecuados para la acumulacion de la

proteina recombinante.

De los sistemas estudiados, la transformacion del genoma plastidico se presenta como

el mas prometedor, permitiendo producir rhFGFb biolégicamente activo en grado de pureza y



Resumen

cantidad suficientes para su potencial aplicacién en cultivos de células madre. En conjunto, estos
resultados demuestran el potencial de los biorreactores vegetales para la expresion de factores
de crecimiento recombinantes.

Palabras clave: factores de crecimiento, biorreactores vegetales, expresion transitoria, plantas

transplastomicas, cloroplastos, Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana, células madre.



Abstract

“Evaluation of heterologous expression systems for the production of
recombinant human growth factors”

Growth factors are crucial proteins for maintaining stem cell cultures in vitro, regulating
both cell proliferation and differentiation. Given the relevance of stem cells and their potential
applications in regenerative therapies, it is of special interest to develop expression platforms that
enable the safe and cost-effective production of recombinant growth factors. The use of plants as
bioreactors represents an attractive system for the production of recombinant proteins, due to
their ability to achieve potentially high expression levels, their minimal growth requirements and
scalability. On the other hand, yeast expression stands out as a rapid and cost-effective

production system with great potential to produce eukaryotic-derived proteins.

In this doctoral Thesis, we studied different platforms to produce recombinant growth
factors, evaluating the expression in the yeast Pichia pastoris and two plant bioreactor systems:
plastid genome transformation of Nicotiana tabacum and transient expression in Nicotiana
benthamiana. We evaluated the production of human basic Fibroblast Growth Factor (hFGFDb) in
the three aforementioned systems. Additionally, we assessed the production of human Bone

Morphogenetic Protein (hBMP4) specifically in the methylotrophic yeast Pichia pastoris.

Different growth and induction conditions were tested for the production of rhFGFb and
rhBMP4 in P. pastoris cultures. However, it was not possible to produce the proteins of interest
under the analyzed conditions. Therefore, we focused our study on the analysis of plant-based

bioreactors.

Through plastid genome transformation, we obtained transplastomic plants which, despite
exhibiting phenotypic alterations, stably expressed the rhFGFb protein and reached expression
levels of 0.3% of the total soluble protein (TSP). Biologically active rhFGFb was purified from the
transplastomic plants, confirming its biological activity in a cell proliferation assay. On the other
hand, we evaluated rhFGFb transient expression in N. benthamiana plants, and studied the
accumulation of the recombinant protein in different subcellular compartments. The apoplast,
vacuole, and endoplasmic reticulum were suitable subcellular compartments for the accumulation
of the rhFGFb.

Among the studied systems, plastid genome transformation was the most promising
system for rhFGFb production, allowing the production of biologically active rhFGFb in sufficient
purity and quantity for its potential application in stem cell cultures. Overall, these results

underscore the potential of plant bioreactors for the expression of recombinant growth factors.

Key words: growth factors, plant-based biorreactors, transient expression, transplastomic plants,

chloroplasts, Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana, mammalian stem cells.
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Introduccion

1. Sistemas de expresion para la produccién de proteinas recombinantes

La produccién de proteinas recombinantes a partir de organismos genéticamente
modificados constituye uno de los principales aportes de la biotecnologia moderna, permitiendo
la obtencion de proteinas biolégicamente activas para diversas aplicaciones industriales vy
medicinales (Puetz y Wurm, 2019; Sanchez-Garcia et al.,, 2016). La insulina humana
recombinante fue el primer biofarmaco producido en Escherichia coli y aprobado para su
comercializacion (Goeddel et al., 1979). Desde entonces, se han realizado numerosos estudios

para el desarrollo y la optimizacion de sistemas de produccion de proteinas heterélogas.

E. coli es el organismo mas utilizado para la produccion industrial de proteinas
heterdlogas, por ser un sistema bien establecido para el cual se disponen de numerosas
herramientas biotecnoldgicas disponibles (Huang et al., 2012; Rosano et al., 2019). Los costos
asociados a este sistema de produccion son bajos, gracias a la rapida tasa de crecimiento que
permite obtener cultivos bacterianos con alta densidad utilizando medios simples (Rosano and
Ceccarelli, 2014). A su vez, su manipulacion genética es rapida y sencilla, con una gran variedad
de vectores de expresion disponibles que incluyen distintos promotores (inducibles y fuertes),
marcadores de seleccion y elementos regulatorios (Amrofell et al., 2023; Sandomenico et al.,
2020; Schuster y Reisch, 2022).

A pesar de sus ventajas, este sistema posee algunas limitaciones, especialmente para la
produccién de proteinas recombinantes con fines terapéuticos. La expresion en E. coli conlleva
el riesgo de contaminaciéon del producto final con endotoxinas bacterianas, principalmente
lipopolisacaridos (LPS), que presentan una alta inmunogenicidad en humanos (Mamat et al.,
2015). En consecuencia, la produccion de biofarmacos recombinantes en E. coli requiere de una

purificacién exhaustiva, aumentando los costos de produccion (Wilding et al., 2019).

Por otro lado, E. coli carece de la maquinaria molecular para introducir modificaciones
post-traduccionales caracteristicas de organismos eucariotas, tales como la glicosilacion. Si bien
se han modificado genéticamente cepas de E. coli para expresar glicosiltransferasas, en éstas
la glicosilacion de proteinas resulté incompleta o heterogénea (Chen, 2012; Harding y Feldman,
2019). Ademas, el ambiente reductor del citoplasma bacteriano representa un impedimento para
la correcta formacién de puentes disulfuro (Berkmen, 2012). Esto puede afectar el plegamiento
y la solubilidad de las proteinas heterélogas, promoviendo su agregacion en cuerpos de inclusion
(Bhatwa et al., 2021).

El sistema mas utilizado para producir glicoproteinas a escala industrial es el cultivo de
células de mamifero, principalmente el cultivo de células CHO (células derivadas del ovario de

hamster) (Lalonde y Durocher, 2017; W.-J. Xu et al., 2023). Este sistema permite obtener
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glicoproteinas recombinantes con un patron de N-glicosilacion propio de mamiferos y
practicamente idéntico al de proteinas humanas (Khan et al., 2017). La conservacion del patrén
de N-glicosilacion contribuye a la produccion de una proteina biolégicamente activa y de reducida
inmunogenicidad, a la vez que favorece su plegamiento y estabilidad (Wang et al., 2015). Como
contrapartida, la produccion en células de mamifero conlleva altos costos de mantenimiento y
escalado, y presenta un potencial riesgo de contaminacién con virus y otros agentes patogénicos

para humanos (Chiang et al., 2019).

La busqueda de sistemas heterélogos para la produccién de proteinas recombinantes
humanas resulta un campo en constante desarrollo, para el establecimiento de sistemas que
permitan una produccién segura y costo-efectiva. Ademas de los antes mencionados, existen
una amplia variedad organismos huésped para la expresion de proteinas heterdlogas, que
incluyen levaduras (Baghban et al., 2019; Sinclair y Choy, 2002), células de insecto (Contreras-
Gbémez et al., 2014; Zhang et al., 2018) y distintas especies vegetales (Giddings, 2001; Lee et
al., 2023; Park et al., 2021). En la tabla 1 se presenta un andlisis comparativo de los distintos

sistemas.

El sistema Optimo dependera de la naturaleza de la proteina a expresar, asi como de su
potencial aplicacion, debiendo considerarse sus caracteristicas estructurales, la localizacion

subcelular y las modificaciones post-traduccionales (Schitz et al., 2023).
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Sistema

Tiempo de produccion

Costo de produccion

Glicosilacion

Riesgo de
contaminacion

Procariota
Bacterias

Corto'?

Bajo'

Ausente o
incompleta®

Presencia de
endotoxinas'

Levaduras

Corto'

Bajo'

Proteoglicanos con
alta proporcion de
manosa 8

Muy bajo®

Introduccion

Eucariota
Células de insecto Células de mamifero Biorreactores vegetales
Corto? Largo’ Largo (expresion estable)®

Corto (expresion transitoria)®

Medio? Alto’ Bajo*
Proteoglicanos Proteoglicanos Patrén de glicosilacion
simples’ complejos’ especifico de plantas

(transformacioén nuclear)’

Bajo* Virus patogenos y Muy bajo®
priones’

Tabla 1: Analisis comparativo de distintos sistemas de produccion de proteinas recombinantes. Esta tabla fue elaborada a partir de informacién obtenida de:
Karbalaei et al., 2020, Felberbaum, 20152, Xu et al., 20123, Fischer y Buyel, 20204, Harding y Feldman, 20195, Thak et al., 2018% , Khan et al., 20177, Baghban

et al., 20198,
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2. Expresion de proteinas recombiantes en la levadura metilotréfica Pichia

pastoris

Las levaduras como sistema de expresion combinan las ventajas de los
fermentadores bacterianos con la posibilidad de introducir modificaciones post-
traduccionales propias de organismos eucariotas. Este sistema permite una produccion
rapida a bajos costos, debido a su facil manipulacién genética y a sus altas tasas de
crecimiento. A su vez, estos sistemas presentan un bajo riesgo de contaminacion con
patdgenos humanos y se consideran seguros al no producir endotoxinas inmunogénicas
(Schutz et al., 2023; Tsuda y Nonaka, 2024).

La levadura metilotréfica Pichia pastoris (recientemente renombrada
Komagataella phaffi) es una de las especies mas utilizadas para la produccién de
proteinas recombinantes de uso terapéutico e industrial (Baghban et al., 2019; Ergiin et
al., 2021). Su principal ventaja radica en la posibilidad de alcanzar grandes cantidades
de biomasa en medios simples, utilizando metanol como fuente de carbono (Tsuda y
Nonaka, 2024). Debido a que P. pastoris secreta un numero bajo de proteinas
endogenas, direccionar la proteina recombinante hacia la via secretoria resulta
ventajoso, al permitir obtener altas concentraciones de la proteina heter6loga en el
sobrenadante del cultivo. La baja proporcién de proteinas enddgenas secretadas facilita
la purificacion de la proteina de interés (Yang y Zhang, 2018). Para su secrecion, la
proteina heteréloga debe fusionarse a una senal de secrecion N-terminal, tal como el
péptido sefal proveniente del factor alfa (maiting type) de Saccharomyces cereviseae
(Lin-Cereghino et al., 2013).

Existen diversas herramientas genéticas y tipos de promotores (constitutivos e
inducibles) para la expresion de genes heterdlogos en P. pastoris, asi como cepas que
permiten optimizar el cultivo y la produccién (Looser et al., 2015; Yang y Zhang, 2018).
Uno de los promotores inducibles mas utilizado es el promotor del gen AOX7 (alcohol
oxidasa |) que codifica para una enzima involucrada en el primer paso de la asimilacion
de metanol. El promotor PAOX1 permite la expresion de altos niveles de proteinas
recombinantes. Su expresidn se encuentra finamente regulada, siendo inducida por
metanol y reprimida por otras fuentes de carbono como la glucosa, glicerol y etanol (Vogl
y Glieder, 2013).

Como organismos eucariotas unicelulares, las levaduras cuentan con la
magquinaria para la N-glicosilacion, la formacién de puentes disulfuro y el procesamiento

proteolitico (Shrivastava et al., 2023). Cabe destacar que la N-glicosilacion en levaduras

17



Introduccion

difiere de la producida en células de mamiferos y humanos, presentando una mayor
proporcion de manosa (Khan et al., 2017). A su vez, el patrén de N-glicosilacion varia
también entre distintas especies de levaduras; en comparacién con el patrén de
glicosilaciéon de S. cereviseae, los proteoglicanos en P. pastoris poseen cadenas de
manosa mas cortas y no incorporan residuos antigénicos como la 1,3-manosa (Thak et
al., 2018). Por otro lado, P. pastoris es un microorganismo considerado seguro (GRAS),
al no ser patogénico (Yang y Zhang, 2018). En conjunto, estas caracteristicas convierten
a P. pastoris en un sistema prometedor para la produccién de proteinas con potenciales

fines terapéuticos (Karbalaei et al., 2020).

Hasta la fecha, se han expresado de forma exitosa hasta 5000 proteinas
recombinantes de uso biofarmaceéutico e industrial utilizando P. pastoris como sistema
de expresidén (Tsuda y Nonaka, 2024; Yang y Zhang, 2018). Algunos ejemplos de
proteinas de uso terapéutico son: péptidos antimicrobianos (Kuddus et al., 2016; Li et
al., 2019), la proinsulina (Baeshen et al., 2015), interleuquinas (Dagar et al., 2022; Liu et
al., 2013; Y. Xu et al., 2023) y factores de crecimiento (Eissazadeh et al., 2017; Song et
al., 2016). En cuanto a la producciéon de enzimas de uso industrial, pueden encontrarse
proteinas con variadas aplicaciones, desde fitasas para la avicultura (Yang et al., 2015),
amilasas para la degradacion del almidén (Parashar y Satyanarayana, 2017) y enzimas

para la produccién de biocombustibles (Shin et al., 2015).

3. Los biorreactores vegetales representan una alternativa atractiva

respecto a los sistemas convencionales

El uso de plantas como biorreactores constituye una alternativa que supera
varias limitaciones de los sistemas tradicionales de expresién en E. coli y células de
mamifero (Shanmugaraj et al., 2020). Esta tecnologia se basa en la utilizacion de
plantas o cultivos de células vegetales modificados genéticamente para la produccién
de una proteina recombinante de interés. Los primeros ejemplos del uso de biorreactores
vegetales incluyen la produccion de un anticuerpo en plantas de tabaco (Hiatt et al.,
1989), la seroalbumina humana en células de tabaco en suspension (Sijmons et al.,

1990) y avidina en plantas de maiz (Kusnadi et al., 1998).

La utilizacién de plantas como biorreactores permite la produccién de proteinas
recombinantes a gran escala y a un bajo costo, especialmente cuando se utilizan
sistemas preestablecidos de cosecha y procesamiento de biomasa vegetal

(Shanmugaraj et al., 2020; Twyman et al., 2003). Gracias a la naturaleza autotrofica de
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las plantas, es posible obtener grandes cantidades de biomasa utilizando agua y energia
luminica, contribuyendo a reducir los costos de produccién (Eidenberger et al., 2023).
Asimismo, el escalado puede realizarse de forma sencilla y rapida mediante el
incremento de la superficie de siembra (Schillberg et al., 2019). El riesgo de
contaminacion con virus animales y endotoxinas bacterianas se reduce
considerablemente en comparacion con los métodos basados en fermentadores
procariotas o cultivos de células de mamifero (Buyel, 2019; Clark y Maselko, 2020). Una
ventaja adicional de este sistema es la posibilidad de almacenar la proteina
recombinante en granos u 6rganos de almacenamiento; esto permite independizarse de
la necesidad de mantener la cadena de frio para la estabilidad de la proteina
recombinante (Chung et al., 2022). Por otro lado, la expresion en plantas permite el
ensamblado de complejos multiméricos y proteinas intrinsecamente desordenadas
(Gengenbach et al., 2018).

Las plantas poseen la maquinaria molecular de sintesis, secrecién vy
procesamiento de proteinas propias de células eucariotas, pudiendo producir proteinas
con estructura conservada y un correcto plegamiento (Twyman et al., 2003; Wang et al.,
2018). Cabe mencionar, que el patron de glicosilacién en plantas difiere con el de
mamiferos, incorporando glicanos especificos que podrian resultar inmunogénicos o
afectar la actividad bioldgica de la proteina (Gomord et al., 2010; Khan et al., 2017). Se
han explorado distintas estrategias de ingenieria genética para modificar los patrones de
N-glicosilacién en plantas, o para evitar la incorporacion de glicosilaciones reteniendo la
proteina en el reticulo endoplasmatico, siempre y cuando la glicosilacion no sea
indispensable para la funcionalidad de la proteina recombinante (Kommineni et al.,
2019; Schoberer y Strasser, 2017). En comparacion con la produccion en células de
mamifero, la produccién en biorreactores vegetales resulta un sistema de expresién mas
seguro y sustentable, gracias a que la biomasa vegetal remanente y subproductos de la
purificacién pueden ser biodegradados o reutilizados (Buyel, 2019). De esta manera, se
reduce la cantidad de residuos bioldgicos y los gastos asociados a su manipulacion. Por
otro lado, los biorreactores vegetales cumplen con las demandas actuales de productos
libres de uso de animales y cuentan con mayor aceptacion publica respecto del uso de

animales transgénicos (Schillberg et al., 2019).

Hoy en dia se han producido una enorme variedad de proteinas recombinantes
en biorreactores vegetales, incluyendo hormonas, citoquinas, antigenos para la
fabricacion de vacunas y anticuerpos, y muchos de estos desarrollos fueron aprobados

para su comercializacion (revisado en Eidenberger et al., 2023). Como ejemplos de
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biofarmacos que han llegado al mercado encontramos a las enzimas
Glucocerebrosidasa y Pegunigalsidasa alfa producidas mediante un sistema de
expresion en cultivo de células de zanahoria (Protalix Biotherapeuticals). Otro ejemplo
exitoso de proteinas producidas en plantas que han llegado al mercado son las proteinas
de uso industrial avidina y [B-glucuronidasa producidas en maiz transgénico y

comercializadas por la compariia Merck.

3.1. Sistemas de expresion en plantas

Se han desarrollado una gran variedad de sistemas de expresion que pueden
adaptarse al tipo de proteina a expresar, otorgando versatilidad a la produccion en
biorreactores vegetales. En cuanto al tipo de transformacién genética, los biorreactores
vegetales pueden clasificarse en sistemas integrativos (transformacion estable) o
sistemas no integrativos (expresion transitoria). A su vez, existen dos principales
metodologias para la generacion de plantas transgénicas: la transformacion del genoma
nuclear y la transformacién del genoma plastidico. En la figura 1 se muestran las

ventajas y desventajas de los distintos tipos de transformacion.

En la transformacion estable, el transgen se integra en el genoma de la planta 'y
se hereda a la progenie. Si bien la generacion de lineas transgeénicas trae asociados
tiempos largos, una vez establecida la linea transgénica es posible escalar de forma
rapida la produccion. La transformacion del genoma nuclear es el método mas
ampliamente difundido para la generacion de cultivos genéticamente modificados
(Burnett y Burnett, 2020). En este tipo de transformacion, la integraciéon del transgen
ocurre al azar dentro del genoma y en consecuencia, puede ser integrado en una zona
transcripcionalmente inactiva (De Neve et al., 1999; Miller, 2010; Volkov et al., 2006).
Asimismo, el transgen puede integrarse en multiples copias o existir rearreglos genéticos
que pueden desencadenar mecanismos de silenciamiento génico, limitando la expresion
del transgen (Svitashev et al., 2002). En conjunto, estos factores redundan en una
expresion variable del transgen, que dependera de su sitio de integracion y no puede
determinarse de antemano. Como consecuencia, luego de la transformacion genética
se deben evaluar numerosos eventos de transformacion (o lineas independientes) para

seleccionar las mejores lineas transgenicas.
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Vectores virales A. tumefaciens Biobalistica

a Transgénica nuclear N 4 Transplastomica N Expresion transitoria )
o (+) Heredable/estable (+) Niveles de expresion
(+) Heredable/ estable 4
(#) Permitte axprasar (+) Niveles de expresion potencialmente altos
(+) Integracion sitio-especifica (+) Permite expresar

. glicoproteinas
(-) Insercion al azar

(-) Silenciamiento génico (-) No hay glicosilacion
K(_) Tiempo (meses) / \(_) Tiempo (meses) j \(') No heredable P

L J
1

Transformacioén estable

Figura 1. Clasificacion de biorreactores segun el tipo de transformacién. Se detallan las ventajas
(+) y desventajas (-) de cada tipo de transformacion. Figura creada con Biorender.

La transformacion del genoma plastidico es un método especialmente atractivo
para la produccion de proteinas recombinantes ya que permite alcanzar niveles de
expresion potencialmente altos, como se amplia en la seccion 3.2. Este sistema
comparte con la transformacion nuclear las caracteristicas positivas de la transformacion
estable, sin los efectos de silenciamiento génico asociados a la insercion al azar del

transgen.

Por otro lado, la expresion transitoria constituye una metodologia rapida y versatil
con el potencial de alcanzar altos niveles de acumulacion de proteinas recombinantes a
tiempos cortos, utilizando vectores biolégicos para la introduccion del material genético,

como vectores virales y Agrobacterium tumefaciens (Lee et al., 2023; Sainsbury, 2020).
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En la seccion 3.3 se detalla el sistema de expresion transitoria en Nicotiana benthamiana

por agroinfiltracién.

3.2 La transformacion del genoma plastidico tiene el potencial de alcanzar

altos niveles de expresion de proteinas heterélogas
3.2.1 Caracteristicas del genoma plastidico

Los cloroplastos se originaron evolutivamente a partir de un evento de
endosimbiosis de un microorganismo procariota fotosintético por parte de un protista
heterotréfico (Sibbald y Archibald, 2020). Por esta razén, esta organela posee un
genoma circular y maquinaria transcripcional con caracteristicas propias de
microorganismos procariotas. A lo largo de la evolucion, el genoma del endosimbionte
se redujo mediante la pérdida de genes no esenciales o su transferencia al genoma

nuclear, dando lugar a plastomas de entre 100 a 250 genes (Bock, 2015).

La estructura del plastoma esta conservado entre las distintas especies de
plantas vasculares y comprende una regién larga de genes de copia simple (LSC) y una
region corta de genes de copia simple (SSC), separadas por dos regiones repetidas
invertidas (IR). Las regiones IR son idénticas entre si y varian en cuanto a su orientacion
(Daniell et al., 2016). Gracias a las tecnologias de secuenciacion modernas fue posible
secuenciar el plastoma de distintas especies, siendo el plastoma de Nicotiana tabacum

el primero secuenciado (figura 2).
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Figura 2. Esquema del genoma plastidico de Nicotiana tabacum. IRa, IRb: regiones repetidas
invertidas. LSC, SSC: regiones de genes copia simple larga y corta, respectivamente. Tomado
de Daniell et al., 2016.

3.2.2 La transformacion del genoma plastidico

La técnica de biobalistica es el método mayormente empleado para la
transformacién del genoma plastidico. Esta técnica consiste en la aceleracion de
microparticulas de oro o tungsteno recubiertas con ADN correspondiente al vector de
transformacion, mediante la aplicacidon de una presion externa (usualmente obtenida a
través de la acumulacién de un gas inerte como el helio a alta presion) (figura 3A). Las
microparticulas impactaran el tejido vegetal, y alli se liberara el ADN que podra
integrarse por distintos mecanismos en los diferentes genomas presentes en la célula
vegetal. A través de la técnica de biobalistica, es posible co-transformar con mas de un
vector de transformacién. Mas aun, cuando se utilizan particulas de oro recubiertas con
un vector de transformacion plastidica y un vector de transformacion nuclear, es posible

transformar en simultaneo ambos genomas (Elghabi et al., 2011).
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Figura 3. Transformacion del genoma plastidico. (A) Método de biobalistica. Figura obtenida del
manual de Biorad EG Bulletin 1688. (B) Esquema simplificado de un vector para transformacion
del genoma plastidico, y de su integracién al mismo por recombinacién homdéloga. Adaptado de
Day y Goldschmidt-Clermont, 2011.

Una vez que el ADN plasmidico ingresa a la célula, el transgen se integra al
genoma por recombinacién homodloga (Bock, 2021; Maliga, 2004). Para que ocurra la
recombinacion, los vectores de transformacion plastidica deben poseer secuencias con
homologia al plastoma, denominadas secuencias recombinogénicas, flanqueando al
transgen y al gen selector (figura 3B) (Jin y Daniell, 2015). De esta manera, es posible
dirigir la integracién de la construccién genética a sitios del plastoma que no interfieran

con genes importantes para la fisiologia vegetal y que sean transcripcionalmente activos.

Cada cloroplasto posee multiples copias del genoma pastidico, fendmeno
conocido como poliploidia (An et al., 2022). Luego de la transformacién genética solo
algunas copias del genoma plastidico incorporan el transgen, dando lugar a células que
poseen copias del plastoma transformadas y no transformadas, fendmeno conocido
como heteroplastia (Day y Goldschmidt-Clermont, 2011; Maliga, 2004). Para evitar la

pérdida del transgen y obtener lineas transplastémicas estables, es necesario obtener
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plantas en las cuales todas las copias del genoma plastidico estén transformadas,
denominadas plantas homoplasticas. La homoplastia se favorece luego de sucesivas
rondas de regeneracion en presencia de agente selector, o bien a partir del pasaje por
semilla (Bock, 2001; Maliga y Bock, 2011; Rozov et al., 2023).

3.2.3 El potencial de la transformacion del genoma plastidico para la produccién de

proteinas recombinantes

Las plantas transplastomicas resultan un sistema de especial interés para la
produccion de proteinas recombinantes. La posibilidad de insertar genes en un sitio
especifico del plastoma y la ausencia de silenciamiento génico reportado en cloroplastos
permiten evitar los efectos de posicion asociados a la transformaciéon nuclear (Bock,
2015; Scaotti et al., 2013). Estas caracteristicas, en conjunto con la poliploidia de los
cloroplastos, dan como resultado un nivel potencialmente alto de expresion y
acumulacion de proteinas recombinantes. Este sistema cuenta con una ventaja adicional
en cuanto a su bioseguridad ya que en la mayoria de las especies estudiadas los
cloroplastos son de herencia materna, lo que evita el flujo génico de transgenes a través
del polen (Lal et al., 2020).

Un ejemplo que ilustra el potencial de este sistema fue la expresion de la proteina
VP1-GUS (Lentz et al., 2010), en un trabajo previo del Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal (INGEBI). En dicho estudio se expresé un epitope del virus de la fiebre aftosa
(VP1) fusionado a la enzima B-glucuronidasa (GUS) en plantas transplastémicas de
tabaco, obteniendo niveles de expresion de hasta 51% de la proteina total soluble (PTS).
Por otro lado, un estudio reciente demostré la factibilidad de expresar y acumular hasta
un 75,6 % PTS de la enzima B-glucosidasa en plantas transplastémicas de tabaco
(Castiglia et al., 2016).

Una particularidad del sistema de expresion plastidica, es la posibilidad de
expresar policistrones (An et al., 2022). Esto resulta especialmente beneficioso en el
campo de la ingenieria metabdlica, al facilitar la expresién de distintas proteinas dentro
de una via metabdlica o proteinas que forman complejos como las cadenas pesada y
liviana de anticuerpos (Jensen y Scharff, 2019). Un ejemplo exitoso fue la expresién de
tres genes involucrados en la via de sintesis de tococromanol (vitamina E) en plantas

transplastémicas de tabaco y de tomate (Lu et al., 2013).
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Debido a su origen evolutivo, los cloroplastos no cuentan con la maquinaria post-
traduccional para la introduccién de glicosilaciones (Feng et al., 2022). Esto debe tenerse
en cuenta a la hora de expresar proteinas recombinantes de origen eucariota. A su vez,
el entorno redox de esta organela podria no resultar 6ptimo para la formacién de puentes
disulfuro, pudiendo afectar la solubilidad de proteinas recombinantes que los requieran
para su correcto plegamiento (Wirth et al., 2006). No obstante, existen evidencias de la
expresion de proteinas recombinantes con puentes disulfuro tanto en el estroma como

en el tilacoide de cloroplastos (Bally et al., 2008; Morgenfeld et al., 2020).

La cantidad de especies que han sido transformadas a nivel del genoma
plastidico resulta mas acotado que para la transformacion nuclear, limitandose
principalmente a especies dicotiledoneas (An et al., 2022). N. tabacum es la especie
mayormente utilizada para la transformacién del genoma plastidico debido a su facil
manipulacion genética y a la disponibilidad de vectores y protocolos bien establecidos
de cultivo in vitro para la transformacion. Asimismo, el cultivo N. tabacum en
invernaderos permite alcanzar grandes cantidades de biomasa (Burnett y Burnett, 2020;
Xu et al., 2012). Al ser un cultivo no comestible, el empleo de N. tabacum para producir
proteinas recombinantes reduce el riesgo de una introduccion accidental del cultivo a las
cadenas de produccioén de alimentos (Davies, 2010; Xu et al., 2012). Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que esta especie posee alcaloides que deberian ser eliminados en el

caso de la produccion de proteinas de uso biofarmacéutico.

3.2.4 La expresion de transgenes en cloroplastos puede ocasionar efectos

pleiotropicos

El cloroplasto es una organela esencial que se encuentra involucrada en
procesos claves para la fisiologia vegetal, tales como la fotosintesis, la fijacién de
nitrogeno y la biosintesis de distintas macromoléculas (acidos grasos, almidén vy
hormonas). El control del desarrollo de esta organela, asi como la regulaciéon de la
sintesis de proteinas plastidicas resultan esenciales para el crecimiento vegetativo y el
desarrollo de las plantas (Cackett et al., 2022). Por otro lado, distintos compuestos y
proteinas sintetizados en el cloroplasto forman parte de una via de sefalizacion
retrograda, capaz de regular la expresion de genes nucleares. Esta comunicacion
cloroplasto-nucleo resulta crucial para coordinar distintas respuestas fisiolégicas de la

planta al medio ambiente (Chan et al., 2016).
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La transformacion genética del genoma plastidico puede dar lugar a efectos
pleiotropicos no deseados que incluyen una disminucion en los pigmentos fotosintéticos,
retraso del crecimiento, retraso en la floracién e infertilidad masculina (Ruiz y Daniell,
2005; Scotti y Cardi, 2014; Waheed et al., 2011). Estos efectos pleiotropicos pueden
estar asociados a la expresion de la proteina heterdloga o a las secuencias genéticas
insertadas (Kuroda y Maliga, 2002; Léssl et al., 2003; Scotti y Cardi, 2014). Ademas, se
sabe que la heteroplastia y los rearreglos genéticos estan asociados a alteraciones
morfoldgicas y fenotipicas en plantas transplastomicas (Ahlert et al., 2003; Rogalski et
al., 2008).

En numerosos reportes, la aparicion de fenotipos alterados se asocia
directamente con los niveles de expresion de la proteina recombinante. Un ejemplo de
esto es la expresion de altos niveles (18% PTS) de una proteina viral A27L que produjo
fenotipos de retraso en el crecimiento y clorosis en plantas de tabaco (Rigano et al.,
2009). Sin embargo, existen reportes de plantas transplastomicas que acumulan altos
niveles de proteinas recombinantes sin alteraciones evidentes en el fenotipo, como es
el caso de la proteina VP-GUS expresada por nuestro equipo de trabajo (Lentz et al.,
2010). Bally y colaboradores realizaron un estudio protedmico en plantas
transplastomicas con fenotipos normales que expresaban niveles de 30% y 40% PTS de
las proteinas recombinantes HPDP (4-hidroxifenil-piruvato-deshidrogenasa) y GFP
(proteina fluorescente verde), respectivamente. Las plantas transplastdmicas mostraron
una disminucion en la expresion de la proteina Rubisco (subunidad mayor y menor) y de
proteinas del ciclo de Calvin codificadas a nivel nuclear. Esto sugiere que las plantas
son capaces de ajustar las condiciones metabdlicas para redirigir recursos energéticos
a la expresién de las proteinas heterdlogas sin ver afectada su capacidad de fijacion de
CO; (Bally et al., 2011, 2009). En base a estas evidencias, puede decirse que los efectos
pleiotropicos dependen de la naturaleza de la proteina heteréloga, pero no
necesariamente de sus niveles de acumulacion. Por consiguiente, la aparicién de
fenotipos alterados en plantas transplastémicas no puede predecirse de antemano y

debe evaluarse para cada proteina en particular.

3.3 Expresion transitoria en Nicotiana benthamiana

Una de las metodologias mas utilizadas es la agroinfiltracién en la especie
Nicotiana benthamiana. El mismo consiste en introducir al espacio intersticial de las

hojas mediante presién con una jeringa o por infiltracion al vacio, una suspensién de A.
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tumefaciens portando en el ADN-T el gen de interés (Marillonnet et al., 2005; Sainsbury,
2020).

Luego de la infiltracion, y al cabo de 48hs (o incluso 36hs) se puede detectar la
presencia de la proteina recombinante en el tejido infiltrado (figura 4). De esta manera,
es posible expresar y purificar una proteina recombinante en términos de semanas,

desde el clonado del transgen hasta la transformacién genética de la planta.

Transformacion de A.

Clonado en tumefaciens
E. coli

T—~O0—>ag®-.38 &

Extraccion y ¢ ‘//3) c /_-( ®) Agroinfiltracion

purificacion

Expresion de
2 a7 dias la proteina
recombinante

Figura 4. Representacion esquematica del protocolo de agroinfiltracion. Adaptado de Peyret y
Lommonosof 2013.

En la busqueda de alcanzar altos niveles de expresion se han optimizado
vectores binarios, por ejemplo incluyendo en el ADN-T genes para la sintesis de
proteinas supresoras del silenciamiento de origen viral, y distintos elementos
regulatorios heterdlogos, entre otras estrategias (Peyret et al., 2019; Peyret y

Lomonossoff, 2013; Sainsbury y Lomonossoff, 2008).

La especie N. benthamiana es la mas utilizada para la expresion transitoria ya
que es un sistema bien establecido y permite realizar la agroinfiltracién sin dafio
significativo en el tejido foliar (Goodin et al., 2008). La variedad de N. benthamiana que
posee una mutacion en el gen Rdr1, que codifica para la una RNA polimerasa RNA
dependiente, posee una mayor susceptibilidad a infecciones virales, y es por
consiguiente un huésped atractivo para la expresion transitoria (Pombo et al., 2020). A

su vez, esta especie se puede cultivar en grandes cantidades en condiciones de
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invernadero con costos relativamente bajos, convirtiéndola en un huésped adecuado

para la produccién de proteinas recombinantes (Sheludko et al., 2007).

El sistema de expresién transitoria permite producir biofarmacos de forma rapida
para dar respuesta a demandas de enfermedades emergentes (Kopertekh y Schiemann,
2019). Un ejemplo de esto fue la produccion de anticuerpos monoclonales para el
tratamiento del Ebola (Mapp Biopharmaceutical Inc.) o la produccién de vacunas contra
SARS-CoV-2 (Medicago Inc.). A su vez, diversos estudios mostraron la factibilidad de
utilizar el sistema de expresion transitoria para producir factores de crecimiento
recombinantes biolégicamente activos, como por ejemplo el hr-aFGF (Ha et al., 2017) y
TGFB (Soni et al., 2022; Wilbers et al., 2016). Asimismo, las empresas Leaf expression
systems e iBio Inc. (Inglaterra), emplean el sistema de expresion transitoria en N.
benthamiana para producir y comercializar factores de crecimiento y citoquinas

recombinantes como reactivos de laboratorio.

3.4 Estrategias para mejorar la acumulacion de proteinas recombinantes y

optimizar su purificacion

La purificacion de una proteina recombinante es un paso clave que afecta en
gran medida los costos asociados a su produccién. Al utilizar biorreactores vegetales,
es necesario obtener la proteina recombinante a partir del tejido vegetal, eliminando los
restos celulares, asi como otras proteinas vegetales y metabolitos secundarios,
aumentando los costos de produccion (Schillberg et al., 2019). Existen diversas
estrategias para optimizar la purificacion, que incluyen el direccionamiento a distintos
compartimentos subcelulares u érganos de almacenamiento, la rizosecresion y la
utilizacion de etiquetas de purificaciéon. En la figura 5 se muestra un esquema de los
distintos compartimentos a los cuales puede dirigirse la acumulacion de la proteina

recombinante.
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Figura 5. Direccionamiento de proteinas a distintos 6rganos y compartimentos subcelulares.
Tomado de Tschofen et al., 2016. 1: Célula vegetativa; 2: Célula en suspension; 3: Semilla; 4:
Célula del endosperma; Apo: Apoplasto; ER: Reticulo endoplasmatico; N: nucleo. Chil:
cloroplasto; G: Aparato de Golgi; PSV: Vacuola de almacenamiento; PB: Cuerpos protéicos; S:
Granulos de almidén.

Las caracteristicas propias de cada compartimento subcelular pueden afectar la
estabilidad de una proteina recombinante, sus modificaciones post-traduccionales, su
plegamiento, y su posterior purificacion. Por esta razén, el direccionamiento de la
acumulacion de proteinas recombinantes a distintos compartimentos subcelulares

constituye una estrategia para aumentar el rendimiento de un sistema de expresion.

La fusion de la proteina recombinante a un péptido senal N-terminal permite la
secrecién de la proteina recombinante al espacio apoplastico y a través de las raices al
medio circundante (rizosecresion). Al trabajar con células vegetales en suspension, la
secrecion al apoplasto facilita la purificacion de la proteina recombinante (Tschofen et
al., 2016). Es de especial interés direccionar la proteina recombinante a la via secretoria
de semillas (mediante un promotor tejido-especifico), ya que esto permite almacenar la

proteina recombinante en una matriz protectora dentro de la semilla (Hood et al., 2012).

Por otro lado, existen evidencias de que la incorporacién de una senal de

retencion en reticulo endoplasmatico resulta en una mayor estabilidad y acumulacion de
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proteinas recombinantes (Nausch et al., 2012). En este esntorno se favorece el correcto
plegamiento proteico, debido a la presencia de chaperonas y al ambiente oxidante que
promueve la formacion de puentes disulfuro. Por otro lado, se demostré que la
acumulacion de ciertas proteinas recombinantes aumenta al ser direccionadas a la

vacuola central, en comparacion con el citoplasma y el apoplasto (Ocampo et al., 2016).

4. Produccion de factores de crecimiento recombinantes

Los factores de crecimiento son una familia de proteinas de sefializacion
paracrinas que desempefian diversas funciones clave en el desarrollo de mamiferos
(Goldfarb, 1996; Mohammedi et al., 2005). Estas proteinas son de gran relevancia para
el area de ciencias biomédicas debido a su rol en la reparacion de tejidos (Ren et al.,
2019) y su aplicacion en el mantenimiento de células madre embrionarias (ESCs, por su

sigla en inglés) (Lee et al., 2012).

Las ESCs son células pluripotentes que derivan de la masa celular interna del
blastocisto embrionario (figura 6A) (Reubinoff et al., 2000). El cultivo in vitro de ESCs
permite obtener células que conservan su capacidad de autoperpetuacion y
diferenciacion a distintos tipos celulares (Nishikawa et al., 2007) y resulta una
herramienta clave para el estudio de diversas enfermedades asi como el desarrollo de
terapias regenerativas (Dogan, 2018; Liu et al., 2013). Al dia de hoy, existen diversos
ensayos clinicos que emplean células madre para medicina regenerativa (Jackson et al.,
2017). Una aplicacién mas reciente del cultivo de células madre de mamiferos es el

desarrollo de carne cultivada o agricultura celular (Venkatesan et al., 2022).
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Figura 6. Rol de los Factores de Crecimiento en cultivo celular. (A) Representacion esquematica
del cultivo de células madre. Figura armada con Biorender. (B) Estructura tridimensional de la
proteina FGFb (PDB ID: 4FGF). Se muestra en verde el core formado por laminas B. Las flechas
naranjas indican los residuos de cisteinas que forman puentes disulfuro intercatenarios.

Para el mantenimiento de cultivos de células madre in vitro es fundamental contar
con factores de crecimiento recombinantes, implicados en la activacion y regulacion de
la division y diferenciacion celular (Mossahebi-Mohammadi et al., 2020). En particular,
el factor de crecimiento fibroblastico basico (FGFb) resulta esencial para el
mantenimiento del estado indiferenciado de las ESCs, siendo la proteina mayormente
utilizada para el cultivo in vitro (Eiselleova et al., 2009; Levenstein et al., 2006). FGFb
regula distintos procesos celulares claves para el desarrollo en mamiferos como la
proliferacion, diferenciacion y migracion celular (Bikfalvi et al., 1997). Ademas, es un
potente estimulador de la angiogénesis (Friesel y Maciag, 1995) y cumple un rol

importante en la reparacion de heridas (Ortega et al., 1998).

En cuanto a su estructura proteica, FGFb es una proteina de 18 kDa que no se
encuentra glicosilada, y posee dos cisteinas capaces de formar puentes disulfuro
intercatenarios (figura 6B). La formacion de puentes disulfuro cumple un rol en la
estabilizacion de estructuras homodiméricas involucradas en el mecanismo de secrecion
de FGFb en células de mamiferos (Lolicato et al., 2023). FGFb ejerce su funcion
biolégica a través de su unidn a los receptores tipo tirosina-quinasa FGFR (Hui et al.,

2018) y a heparan-sulfato-proteoglicanos (HSPGs) (Garcia et al., 2019). Ademas, posee
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un bolsillo hidrofébico que le permite la interaccion con el fosfolipido de membrana

fosfatidil-inositol (Temmerman et al., 2008).

Para la regulacion de la diferenciacion celular de hESCs, se requiere la
incorporacion adicional de otros factores de crecimiento. Entre ellos, se destaca la
Proteina Morfogenética Osea 4 (BMP4), que regula la diferenciacioén a células de linaje

ectodérmico y trofoblastico (Hiller et al., 2011).

Dado que el requerimiento de factores de crecimiento supone altos costos para
el establecimiento de cultivos celulares y sus aplicaciones (Venkatesan et al., 2022), el
estudio de sistemas de produccién de factores de crecimiento recombinantes es un
campo en constante expansion. En los ultimos afios se han desarrollado alternativas a
los sistemas tradicionales de E. coli y células de mamifero para producir factores de
crecimiento. La proteina hFGFb se ha expresado de forma exitosa en células de insecto
(Masuda et al., 2018), levaduras (Mu et al., 2008) y biorreactores vegetales (Macauyag
et al.,, 2022; Poudel et al., 2019; Soni et al.,, 2022). La empresa ORF genetics
comercializa las proteinas recombinantes FGFb bovina y porcina producidas en semillas

de cebada, para su uso en el mantenimiento de cultivos celulares in vitro.

Hasta la fecha, los factores de crecimiento recombinantes comercializados en
Argentina provienen de empresas extranjeras, y son extremadamente costosos, ademas
de las demoras asociadas con su importacion. Por esta razon, establecer una produccion
local de estas proteinas recombinantes les permitiria a los grupos de investigacion que

las requieren disponer de un producto en tiempos apropiados y a menor costo.

En el presente trabajo nos propusimos evaluar distintos sistemas de expresion
para la produccion de factores de crecimiento humanos recombinantes. Enfocamos el
estudio a la expresion del factor de crecimiento fibroblastico basico (hFGFb), por su
relevancia para el cultivo de células de mamifero. Nos propusimos estudiar la expresion
de rhFGFb en biorreactores vegetales, basandonos en los antecedentes y las ventajas
que brindan estos sistemas. La experiencia previa de nuestro grupo de trabajo en el uso
de plantas transplastdmicas como biorreactores (Alfano et al., 2015; Lentz et al., 2010;
Morgenfeld et al., 2020; Segretin et al., 2012) y, mas especificamente, en la produccién
de un factor de crecimiento epidérmico (hEGF) mediante su expresion transitoria y en
plantas transgénicas nucleares (Wirth et al., 2006), contribuyé a la eleccidon de estos
sistemas. Por otro lado, considerando las ventajas de P. pastoris para la de expresion

de proteinas recombinantes eucariotas y la capacidad de este organismo de introducir
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glicosilaciones, se estudié este sistema para producir tanto rhFGFb como la

glicoproteina rhBMP4.

El sistema optimo para producir una determinada proteina recombinante
depende tanto de sus caracteristicas intrinsecas como del organismo hospedante, y no
siempre puede predecirse con precision. Con este abordaje exploramos distintas
plataformas de expresién con el fin de encontrar un sistema adecuado para la produccién

de factores de crecimiento recombinantes.
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Hipotesis y objetivos

El objetivo general de este trabajo es evaluar distintos sistemas alternativos
para la expresion de factores de crecimiento recombinantes. Nuestra hipétesis es que
la produccién heteréloga de factores de crecimiento en biorreactores vegetales y en el
sistema de la levadura P. pastoris permitira obtener proteinas recombinantes

biolégicamente activas.

A continuacién, se detallan los objetivos especificos:

Capitulo 1: Expresion de rhFGFb en plantas transplastomicas de Nicotiana

tabacum
-Obtener lineas de Nicotiana tabacum transplastomicas estables que expresen rhFGFb.
-Caracterizar molecular y fenotipicamente las lineas transplastomicas obtenidas.

-Desarrollar un protocolo para la extraccion y purificacion de rhFGFb a partir de las lineas

transplastomicas.
-Confirmar la actividad bioldgica del factor rhFGFb purificado.

-Evaluar las bases fisiologicas subyacentes a las alteraciones fenotipicas de las lineas
UTR-FGF.

Capitulo 2: Expresion transitoria de rhFGFb en plantas de Nicotiana benthamiana

-Desarrollar un sistema para la fusiéon de proteinas a distintas senales de localizacion

subcelular.
-Evaluar los parametros de agroinfiltracion 6ptimos para la produccion de rhFGFb.

-Comparar la expresion y acumulacion de rhFGFb en distintos compartimentos

subcelulares.
Capitulo 3: Expresion de factores de crecimiento recombinantes en Pichia pastoris

-Transformar y seleccionar clones de P. pastoris que expresen las proteinas
recombinantes hBMP4 y hFGFb.

-Optimizar la produccion de rhBMP4 y rhFGFb en cultivos de P. pastoris.
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Expresion de rhFGFb en plantas transplastomicas de Nicotiana

tabacum

37




Resultados-Capitulo 1

1. Obtencion de las lineas transplastomicas UTR-FGF

Para la transformacion del genoma plastidico de N. tabacum se generd el vector
pUTR-rhFGFb (figura 7A). Se sintetiz6 la construccidon 6xHIS-TEV-hFGFb, que contiene
la secuencia codificante correspondiente a la proteina hFGFb madura (NCB! Reference
Sequence: NG_029067.1), fusionada a una etiqueta de 6 histidinas N-terminal (6xHIS).
La secuencia sintética 6xHIS-TEV-hFGFb se sub-clond en los sitios Ndel y Xbal del
vector pUTR (Segretin et al., 2012; Wirth et al., 2004).

A
. LFR Pmn, aadA ;Psba 5'UTR; rhFGFb Trps16;, RFR == pUTR-rhFGFb
M H H H H H H E F E N L Y F o G P A I
ATG CAT CAT CAT CAT CAT CAT GAA TTC GAA AAT CTT TAT TTT CAA GGT CCC GCT CTT ...
6xHIS sec. reconocimiento TEV hFGFb
B
' trnl/A
e Prnn rrn16 trnl | trnA rrn23 == Plastoma no transformado
| I
Ncol MNcol

Figura 7. Construccion genética disefiada para la expresion de rhFGFb en plantas
transplastémicas de N. tabacum (A) Cassette de expresion del vector pUTR-rhFGFb. La
secuencia codificante de hFGFb se encuentra fusionada a una etiqueta de histidinas N-terminal
(6xHIS) y a la secuencia codificante del sitio de reconocimiento de la proteasa TEV del tobacco
etch virus. Se marca el sitio de corte de la proteasa TEV. (B) Esquema del sitio de integracién en
el plastoma. Los transgenes se integran por recombinacion homdloga en la regién intergénica
entre rrn16 y trnl (flecha gris). LFR, RFR: regiones recombinogénicas; Prnn: Promotor
constitutivo; aadA: secuencia codificante del gen de resistencia a espectinomicina; Psba y
5’UTR: promotor y secuencia 5’ no traducible del gen psbA de N. tabacum; Trps16: region
terminadora del gen rps16; rhFGFb: transgen 6xHIS-TEV-hFGFb.

El transgen 6xHIS-TEV-hFGFb (de ahora en adelante denominado hFGFb) se
insertd rio abajo del promotor del gen inducible por luz psbA (Bruick y Mayfield, 1999) y
la secuencia 5’ no traducible (5’UTR) del mismo gen. La secuencia 5'UTR elegida
contribuye a la estabilidad del mensajero y a una mayor expresion del transgen (Eibl et
al., 1999; Fernandez-San Millan et al., 2003). Como terminador de la transcripcion posee

la secuencia terminadora obtenida del gen rps76. A su vez, el vector posee un gen de
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resistencia a espectinomicina (aadA), regulado por el promotor constitutivo del operén
rrn (Prrn) y la secuencia terminadora del gen rps16. El casette de expresién del transgen
y el gen selector se encuentran flanqueados por dos regiones recombinogénicas (LFR,
RFR, figura 7) que permiten la insercion de los transgenes en el plastoma por
recombinacion homologa; especificamente en la region intergénica entre los genes del
ARN ribosomal 16S y del ARN de transferencia para isoleucina (trnl/), dentro de las

regiones repetidas invertidas (Rla y Rlb; figura 2).

Se transformaron hojas de N. tabacum cv. Petit havana con el vector pUTR-
rhFGFb mediante la técnica de biobalistica y se obtuvieron 9 brotes regenerantes. La
naturaleza transplastémica de los brotes regenerantes se evalu6 mediante PCR,
confirmando la integracion del transgen en 5 de ellos (figura 8). Los brotes positivos para
el analisis de PCR fueron sometidos a sucesivas rondas de regeneraciéon en medio
RMOP con espectinomicina para alcanzar el estado de homoplastia y posteriormente

rusticados para la obtencién de semillas.

‘_
;86 (Pron aadA Psb5UTR MFGFD Trps16, trni trmAl —rrnzs Sl
transformado
—
1450pb

Figura 8. Andlisis de integracion del transgen por PCR. Los oligonucleétidos iniciadores utilizados
hibridan sobre el rrn16 y el gen aadA (flechas negras). Se utilizé6 como control positivo (+) una
linea transplastdmica previamente caracterizada y como control negativo una planta de tabaco
no transformada (NT).

Se analizo el fenotipo de las plantas de tercera ronda de regeneracion in vitro,
observando caracteristicas fenotipicas compatibles con homoplastia en las lineas UTR-
FGF 3, 4 y 6. En cambio, las lineas UTR-FGF 5 y 8 mostraron irregularidades en la

morfologia de sus hojas, lo que sugiri6 que las plantas eran heteroplasticas. La
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heteroplastia se asocia a fenotipos con morfologia foliar alterada en plantas crecidas en
presencia de espectinomicina como consecuencia de un arresto traduccional en las

células no transformadas (Ahlert et al., 2003).

El analisis fenotipico de las lineas UTR-FGF crecidas en tierra mostré un
crecimiento retardado, clorosis y retraso en la floracion en comparacion con las lineas
no transformadas (figura 9). La linea UTR-FGF 6 presentdé ademas un déficit en la
floracion y generacion de semillas, a partir de la generacion T1. Debido a la dificultad en
la obtencion de semillas, se seleccionaron las lineas UTR-FGF 3 y UTR-FGF 4 para
continuar el trabajo. En la seccion 1.6.1 se muestra un analisis fenotipico mas detallado

de estas dos lineas.

~ e

UTR-FGF3 UTR-FGF4 UTR-FGF&

L

Figura 9. Fenotipo de las lineas transplastémicas UTR-FGF. Se germinaron semillas de plantas
transplastémicas rusticadas (T1) en medio con agente selector. Las plantulas se traspasaron a
tierra y se crecieron en condiciones de invernadero (16hs luz, 100—-300 pmol s-1 m -2, 26°C). Se
muestra una foto representativa de las distintas lineas luego de seis semanas del pasaje a tierra.
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2. Las lineas UTR-FGF 3 y 4 son homoplasticas

Para determinar el grado de homoplastia de las lineas UTR-FGF y evaluar la
integridad de la construccion genética, llevamos a cabo un ensayo de Southern blot.
Extactos de ADN total de hojas de plantas transplastomicas se digirieron con la enzima
Ncol, la cual posee dos sitios de reconocimiento flanqueando el sitio de integracion y
ningun sitio de reconocimiento dentro de la construccion genética. Utilizamos para la
hibridacion la sonda trnl/A que permite distinguir entre el plastoma no transformado (6,4

kpb) y las copias transformadas del genoma plastidico (8,3 kpb).

trnl/A

=« ) rrn16 trnl [ trnA rrn23 == Plastoma no

| ' transformado
Ncol Ncol

6,4 kpb

trnl/A
P8P8 16 _TPrnd aadA [Psbats UTR_MFGFD Tps1s, triTtmAL 23 Sty

| transformado

Ncol Ncol
8,3kpb

Figura 10. Caracterizacion molecular mediante Southern blot. Southern blot (arriba) y
representacién esquematica del plastoma transformado y no transformado (abajo) mostrando el
sitio de reconocimiento de Ncol y la hibridacion de la sonda trnl/A.UTR-GUS: planta
transplastomica no relacionada; NT: N. tabacum no transformada; UTR-FGF: lineas
transplastomicas.
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El ensayo reveld una banda especifica correspondiente al peso molecular
esperado para el plastoma transformado en ambas lineas UTR-FGF (figura 10). La
ausencia de una banda del peso molecular correspondiente al plastoma no transformado
sugiere que las lineas UTR-FGF 3 y 4 son homoplasticas. A su vez, la ausencia de
bandas de pesos distintos al esperado indicaria que no hubo rearreglos genéticos en

estas lineas.

Para corroborar la estabilidad de las lineas obtenidas se germinaron 100 semillas
de las lineas transplastomicas y de plantas no transformadas en medio MS con o sin
antibiético. Como se observa en la figura 11, todas las semillas que germinaron en medio
selectivo dieron lugar a plantulas de color verde. Estos resultados demuestran que el
transgen es heredable, y refuerzan la conclusion de que las lineas UTR-FGF son
homoplasticas. A su vez, no se registraron diferencias significativas en la tasa de

germinacion de las lineas UTR-FGF respecto de la linea NT.

UTR-FGF3

UTR-FGF4

Figura 11. Ensayo de germinacion. Se germinaron 100 semillas de cada linea en medio MS con
o sin espectinomicina (SP). Las fotografias fueron tomadas a los 7 dias post-germinacion.

3. Las lineas transplastomicas UTR-FGF acumulan la proteina rhFGFb

Evaluamos la expresion y acumulacion de la proteina recombinante en las lineas
UTR-FGF mediante un ensayo de western blot utilizando anticuerpos especificos anti-

HIS y anti-FGF. Se detecté una banda del peso molecular esperado para rhFGFb (18
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kDa), indicando que las lineas expresan y acumulan la proteina recombinante. Al revelar
con ambos anticuerpos en simultaneo pudimos verificar la identidad de la proteina
recombinante, ya que ambos anticuerpos revelaron una banda del mismo peso

molecular aparente (figura 12A).

Para evaluar la estabilidad de la proteina recombinante, analizamos la
acumulacion de rhFGFb en hojas de distintos estadios de desarrollo. Como se observa
en la figura 12B, la intensidad de la banda revelada con el anticuerpo anti-HIS es similar
para todas las hojas analizadas. Este resultado sugiere que la edad de la hoja no afecta

la acumulacion de la proteina recombinante.

anti-HIS anti-FGFb

Linea NT UTR-FGF3
#Hoja 3 1 2 3 4 5 6 7 (KDa)

Figura 12. Analisis de la acumulacion de proteinas en lineas transplastomicas UTR-FGF. (A)
Western blot de fracciones de las lineas UTR-FGF3, UTR-FGF4 y plantas no transformadas (NT)
revelado con un anticuerpo anti-HIS (izquierda) o anti-FGF (derecha). (B) Acumulacién de
rhFGFb en hojas de distintas edades por western blot con un anticuerpo anti-HIS. Las diferentes
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hojas utilizadas se marcan con numeros contando desde la primera hoja completamente
expandida. Se muestra una imagen representativa del ensayo realizado con dos réplicas
biolégicas. La subunidad mayor de RuBisCo (Rb-L) se utiliz6 como control de carga (tincién con
rojo ponceau).

4. La proteina rhFGFb puede purificarse a partir de hojas de plantas

transplastomicas

4.1 Desarrollo de un protocolo de purificacion por cromatografia de afinidad

Con el objetivo de obtener una proteina recombinante de pureza suficiente para
los ensayos de actividad biolégica, se desarrollé un protocolo de purificacion de rhFGFb
utilizando columnas cromatograficas de Ni-NTA. El protocolo involucra el molido de hojas
frescas utilizando nitrégeno liquido, la resuspension en un buffer de extracciéon y la
siembra de la fraccion soluble, lavado y elusion por gravedad en columnas de Ni-NTA

(figura 13, materiales y métodos seccion 7.2.4).
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’ WT o UTR-FGF Figura 13. Representacion

esquematica del protocolo de
purificacion de rhFGFb a partir de
hojas de plantas transplastémicas.

N, l Buffer extraccion

)\U 16000g 4°C

Fraccion Fraccion
insoluble (FI)  soluble (FS)

l

¢

U 4000g 4°C

A J

Muestra concentrada
(C)

1. Percolado (Per) ‘ Columna
2. Lavados - Niquel
3. Eluidos ‘

En primer lugar, evaluamos la solubilidad de la proteina recombinante en el buffer
seleccionado para la purificaciéon. Como se observa en la figura 14, se logré obtener
rhFGFb en la fraccién soluble, lo cual permiti6 avanzar con los siguientes pasos del

protocolo. Cabe destacar, que una proporcion del rhFGFb total resulté insoluble bajo las

condiciones analizadas.
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UTR-FGF3 NT MW
FS FI FT Fs FT  (KDa)
— 40

— 30
— 25

— 15

Rb-L

Figura 14. Analisis de solubilidad de rhFGFb. Se analizaron diferentes fracciones del protocolo
de purificacion mediante western blot con anticuerpo anti-HIS. La subunidad grande de RuBisCo
(Rb-L) se utilizé como control de carga (tincidon con rojo ponceau). TF: fraccion total, IF: fraccion
insoluble, SF: fraccién soluble.

A continuacién, se realizé una primera prueba de purificacion segun el protocolo
disefiado (figura 13). Para evaluar si la utilizacion de inhibidores de proteasas tiene
efectos sobre la eficiencia del proceso, se agrego un cocktail de inhibidores de proteasas
en distintos pasos: el buffer de extraccion, el buffer de resuspension y el buffer de
elusion. Se realizé en paralelo una purificacién control en la cual no se agregaron
inhibidores. Las distintas fracciones del protocolo de purificacion se analizaron mediante
SDS-PAGE y western blot. Se detectd la presencia de una banda del peso molecular
esperado para rhFGFb en los eluidos 2-4, obteniendo la mayor proporcién de proteina
recombinante en el eluido 3 (figura 15A). Por otro lado, el perfil de proteinas totales
(figura 15B) mostrd que la fraccion correspondiente al E3 se encuentra enriquecida en
la proteina recombinante. En conjunto, estas observaciones demostraron que el

protocolo desarrollado permite recuperar la proteina recombinante purificada.
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Figura 15. Prueba de
purificacion de rhFGFb vy
efecto de inhibidores de
proteasas sobre la
estabilidad de la proteina. (A
y B) Perfil de purificacion
con inhibidores de
proteasas. Las distintas
fracciones del protocolo de
purificacion se analizaron
mediante SDS-PAGE 15%
(A) Western blot revelado
con anti-HIS (B) Tincion de
proteinas totales con
coomasie brilliant blue. (C)
Western blot revelado con
anti-HIS de distintas
fracciones claves de la
purificacion en presencia o
ausencia de inhibidor. Para
(A) y (B) se muestran las
membranas tefidas con rojo
ponceau como control de la
transferencia. FI: fraccion
insoluble; FS:  fraccion
soluble; C: muestra
concentrada; L3: lavado 3;
E1-E4: Eluidos; NT:
Fraccion soluble de planta
NT. M: marcador de peso
molecular Pageruler™
ThermoFisher (A 'y C) o
Marker de Proteinas PB-L
(B). Para (A) y (B) se
muestran las membranas
tefidas con rojo ponceau
como  control de la
transferencia.
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Para evaluar el efecto de los inhibidores de proteasas sobre la estabilidad de la
proteina recombinante, se analizaron distintas fracciones de la purificacién realizada con
el agregado de inhibidores y la purificacién control. Como se observa en la figura 15C,
se detectd una banda de mayor intensidad en la fraccién correspondiente al eluido 3
(E3) coninhibidores de proteasas respecto a la misma fraccion sin inhibidores, indicando
que el agregado de inhibidores de proteasas permite recuperar una mayor cantidad de
proteina recombinante. Al analizar la fraccién soluble (FS) y la fraccion correspondiente
al concentrado (C), no se observaron diferencias notorias en la intensidad de la banda
revelada en presencia o ausencia de inhibidores. Por esta razén, consideramos que el
paso critico para el agregado de inhibidores es inmediatamente antes de la siembra de

la muestra en la columna.

4.2 Purificacion de rhFGFb a partir de hojas de plantas transplastomicas

Con el objetivo de obtener una proteina recombinante de pureza suficiente para
realizar ensayos de actividad biolégica, se implemento el protocolo de purificacion por
columnas de Ni-NTA desarrollado en la seccién 1.4.1. Las distintas fracciones se
analizaron mediante SDS-PAGE y western blot. Puede observarse que el contenido de
proteinas totales en las fracciones evaluadas disminuyé conforme avanzé el proceso de
purificacion (figura 16A). A su vez, detectamos la presencia de una banda del peso
molecular esperado para rhFGFb (18 kDa) en los eluidos E3 y E4, obteniendo la mayor

proporcion de proteina recombinante en el eluido E3 (figura 16B).

El analisis por western blot con el anticuerpo anti-FGF permitid corroborar la
identidad de la banda observada en el eluido E3 (figura 16C). Ademas, al revelar con
este anticuerpo observamos una banda especifica en el eluido E1; la banda revelada
mostré un peso ligeramente menor al esperado para 6xHIS-rhFGFb y no pudo ser
detectada con el anticuerpo anti-HIS. Esta observacion sugiere que una fraccion de
rhFGFb perdié la etiqueta 6xHIS.

Para obtener la proteina recombinante en condiciones adecuadas para los
ensayos de actividad bioldgica, se esterilizé la fraccién E3 por filtracion. A continuacion,
se intercambid el buffer por un buffer de similares caracteristicas del rhFGFb comercial
(Gibco FGF, PHG0026). De esta manera, obtuvimos la fraccién de la proteina rhFGFb

purificada (en adelante denominada rhFGFb vegetal).
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C - Per E1 E2 E3 E4 - NT (%\;\;) Figura 16. Perfil de
purificacion de  rhFGFb.
66 (A) Las distintas fracciones
del protocolo de purificacién
45 se analizaron mediante SDS-
29 PAGE y tincion con
Coomasie brilliant blue (A) o
21 western blot (B). (©)
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14 protocolo de purificacién se
analizaron mediante western
blot revelado con un
MW anticuerpo anti-HIS
C Per E1 E2 E3 E4 - NT (kpy) (izquierda) o un anti-FGF
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Para determinar la concentracion del rhFGFb vegetal y estimar el rendimiento de
la purificacion, realizamos una cuantificacion por densitometria (figura 17). Se analizaron
por western blot distintas diluciones del rhFGFb vegetal (E3F) y el rhFGFb recuperado
en la fraccion soluble (FS), junto con una curva estandar con concentraciones conocidas
del rhFGFb comercial (Gibco FGF, PHG0026). El western blot fue revelado utilizando un
anticuerpo especifico anti-FGF. La masa de rhFGFb en las distintas fracciones se

determiné por comparacion de la intensidad de bandas respecto a la curva estandar
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(tabla 2). A partir de los resultados obtenidos se estim6 que las plantas UTR-FGF3

expresan un total de 0,3 % de la proteina total soluble (PTS).

Fraccion Concentracion / Porcentaje
Fraccion soluble 34 £+ 2 ug rhFGFb / gr tejido fresco
rhFGFb purificado 1,51+ 0,2 ug rhFGFb / gr tejido fresco
%.Recuperacié_rl 449
(rhFGFb purificado/Fraccion soluble) ’

Tabla 2. Rendimiento del protocolo de purificacion. Se muestran la media + desvio estandar de
dos ensayos independientes.

A FGF Gibco (ug) E3F FS MW
0.015 0.025 0.050 0.100 MW 110 1:5 1:20 1:10 NT (KDa)
40
30
25
15
B E3F FGF Gibco (pg) MW
NT FS 15 120 MW 0025 01 04 (KDa)
-— —40
- - e e — 30
- —25

— \ o
. T —— - 5

Figura 17. Cuantificacion de rhFGFb por densitometria. Distintas diluciones de las fracciones del
ensayo de purificacion 1 (A) y el ensayo de purificacion 2 (B) se sembraron en un gel
poliacrilamida, en paralelo con una curva estandar de rhFGFb comercial (Gibco, PHG0026). Se
realizé un analisis por western blot con un anticuerpo anti-FGF. E3F: Eluido 3 filtrado; FS:
Fraccioén soluble; NT: Eluido 3 de planta plantas NT.
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En la figura 17B se observa una banda adicional para la FS revelada con anti-
FGF, de menor peso molecular al esperado para rhFGFb El peso aparente de dicha
banda coincidiria con el de la proteina rhFGFb procesada, sin la etiqueta de histidinas.
Estos resultados son consistentes con lo observado en la figura 14B (calles
correspondientes al E1) e indicarian que existi6 un procesamiento que ocasioné la
pérdida de la etiqueta 6xHIS durante el proceso de extraccién y purificacion. Dado que
el rhFGFb sin la etiqueta 6xHIS no puede ser purificada mediante una columna Ni-NTA,
su procesamiento tendria un impacto negativo en el rendimiento de la purificacién. No
obstante, el porcentaje de recuperacion de rhFGFb obtenido (aproximadamente 4,4%)

resulté suficiente para los ensayos de actividad bioldgica.

5. La proteina rhFGFb purificada induce la proliferacion de células HEK293

Para evaluar la actividad bioldégica del rhFGFb recombinante purificado
(denominado rhFGFb vegetal) se trataron células HEK293T con el extracto purificado
para determinar la tasa de proliferacion celular mediante el ensayo de azul de Alamar
(AB) (O’Brien et al., 2000). Estos ensayos fueron realizados en el marco de una

colaboracion con la Dra. Carolina Perez Castro del instituto IBioBA — CONICET.

Se utilizé como control negativo extractos obtenidos de plantas no transformadas
(eluido E3 de planta NT) y como control positivo la proteina recombinante comercial
(Gibco FGF, PHG0026). Los valores de proliferacion se normalizaron a los observados
con el extracto NT. La estimulacion con rhFGFb vegetal provocd un aumento significativo
en la proliferacion de células HEK293T de 1.4 veces comparado con las células tratadas
con extracto de plantas no transformadas (figura 18). Este resultado indica que el
rhFGFb recombinante es biolégicamente activo, y puede inducir la proliferacion de

células madre embrionarias in vitro.
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0.0269

0.0182

Proliferacion relativa
T

Figura 18. Ensayo de proliferacion en células HEK293T. Medicién de proliferacion celular
mediante el método Alamar en células HEK293T estimuladas con el rhFGFb vegetal, rhFGFb
comercial (Gibco FGF, PHG0026), o extracto de planta sin transformar (NT). La medicion se
realizé a las 24hs post-estimulacion. El analisis de datos se realizé por comparacion de medias
de control NT vs rhFGFb vegetal (p = 0,0182) o rhFGFb comercial, PHG0026 (p= 0,0269)
mediante ANOVA unidireccional (n=3).

6. Evaluacion de los efectos pleiotropicos asociados a la expresion de rhFGFb

A pesar de las ventajas de la transformacion de cloroplastos, esta metodologia
cuenta con la limitacion de la aparicién de efectos pleiotropicos en algunas plantas
transplastémicas. Estos efectos pueden estar relacionados con las secuencias
regulatorias del cassette de expresion, heteroplastia, rearreglos genéticos o una
toxicidad de la proteina recombinante (Ahlert et al., 2003; Rogalski et al., 2008; Scotti y
Cardi, 2014).

Los fenotipos registrados en las lineas UTR-FGF, descriptos en la seccién 1.1,
indican que la expresion de rhFGFb tendria un impacto en el desarrollo y/o el desempefio
fotosintético de estas plantas. El analisis molecular de las lineas UTR-FGF mostré que
son homoplasticas y no existen evidencias de rearreglos genéticos. A su vez,
experiencia previa del laboratorio demostré que el vector de transformacion pUTR

permite expresar proteinas recombinantes sin alteraciones fenotipicas evidentes (Alfano
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et al.,, 2015; Lentz et al., 2010), lo que indicaria que los elementos regulatorios no
estarian involucrados en el fenotipo de las lineas UTR-FGF. En funcién de estas
evidencias, nos planteamos la hipotesis de que la acumulacion de rhFGFb en el

estroma podria tener un efecto toxico sobre la fisiologia del cloroplasto.

6.1. Las lineas UTR-FGF muestran un marcado retraso en su crecimiento

Para conocer la magnitud del déficit en el desarrollo de las lineas UTR-FGF, se
realizé una caracterizacion fenotipica que incluyd estudios de crecimiento, floracion y
germinacion. En primer lugar, se realizé un analisis de su crecimiento en maceta,
registrando tanto el numero de hojas expandidas como su tamario a lo largo del tiempo.
Se incluyé en los analisis a la linea transplastomica UTR-GUS previamente desarrollada
en el laboratorio que no presenta impedimentos en su desarrollo y cuyo fenotipo resulta

indistinguible de una planta no transformada (Segretin et al., 2012).

Los resultados revelaron un retraso en el crecimiento de entre tres a cuatro
semanas para las lineas UTR-FGF respecto de las plantas no transformadas (NT) (figura
19, tabla 3), tomando en cuenta la cantidad de hojas desarrolladas. A su vez, se
determiné que existe un retraso de 10 semanas en la floracion de las lineas UTR-FGF
respecto a las plantas no transformadas. Sin embargo, ambas lineas transplastémicas
produjeron semillas viables, sin diferencias significativas en la tasa de germinacion
respecto de la planta no transformada y la linea transplastomica UTR-GUS. Por otro
lado, el fenotipo clorético observado en las plantas transplastomicas se correspondio
con una disminucién en los niveles de clorofila, medidos en unidades SPAD (Specific
Photon Avalanche Diode) (tabla 3).
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NT UTR-GUS UTR-FGF3 UTR-FGF4

4 Semanas

5 Semanas

2 XX AT

8 Semanas

Figura 19. Fenotipo de lineas transplastomicas UTR-FGF. Evolucion del fenotipo de plantas
transplastémicas cultivadas en tierra en condiciones de invernadero (16 h de luz, 100-300 ymol
s-1 m -2, 26°C). Se incluyen lineas NT y UTR-GUS para su comparacion.

54



Resultados-Capitulo 1

Linea NT UTR-FGF 3 UTR-FGF 4 UTR-GUS

Tasa de 92,7+6,9(a) 934+5,7(a) 93,9+39(a) 97%
germinacion (%)
Fluorescencia de 27,26 +454 10,02+2,02 10,40 + 2,39 21,36 + 1,53

clorofila (SPAD) (a) (b) (b)

Numero de hojas 4-5 3 3 4-5
(planta 4 semanas)

Numero de hojas 5 4 3-4 5
(planta 5 semanas)

Numero de hojas 8-9 5 5 8-9
(planta 8 semanas)
Numero de hojas al 15-16 13-14 13-14 15-16

momento de la
floracién
Tiempo de floracion 12 22 22 12
(semanas)

Tabla 3. Caracterizacion fenotipica de lineas transplastomicas UTR-FGF. Los valores se
informan como media + desviacion estandar de 3 experimentos independientes (tasa de
germinacion) y al menos 11 plantas (fluorescencia de clorofila). El analisis de nimero de hojas y
tiempo de floracién se realizé con n=4. Las letras representan significancia analizada en una
prueba t (p<0,05). El andlisis estadistico de UTR-GUS no se llevo a cabo debido a la falta de
réplicas bioldgicas.

6.2 La expresion de rhFGFb tiene un impacto negativo en el desempeno
fotosintético de las lineas UTR-FGF

En funcién del fenotipo clorético de las lineas UTR-FGF, decidimos estudiar si la
expresion de la proteina recombinante tiene un efecto sobre la eficiencia fotosintética de
las plantas. La eficiencia del proceso de fotosintesis dependera de la cantidad vy
disposicién de las distintas proteinas que componen los fotosistemas (PS), los complejos
colectores de luz o antena (del inglés, light harvest complex LHC) y la cadena de
transporte de electrones, organizados dentro de la membrana tilacoides (Messant et al.,
2021).

Las reacciones de fotoquimica involucran la transferencia de un electron desde
la clorofila a a través de una cadena de transporte de electrones, y comprenden la base
de la la conversion de energia luminica en energia quimica. Cuando un foton incide en
la clorofila, la molécula pasa a un estado excitado y puede liberar la energia absorbida
a través de tres procesos: la liberacion de calor, la emision de un fotén por medio de

fluorescencia, o la transferencia de electrones a otra molécula (Nimir et al., 2018). La
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emision de fluorescencia por parte de la clorofila correlaciona de forma inversa con las
reacciones de fotoquimica y la liberacién de energia por calor, por lo que la medicion de
la fluorescencia de la clorofila a permite medir la eficiencia fotosintética in vivo (Baker,
2008).

Luz

!

Fotosistema Il (PII)

|

Fotoquimica

psgoLQ‘

g Calor
Fluorescencia

clorofila a *

Non-photochemical

Photochemical quenching (NPQ)

quenching

Figura 20. Medicion de parametros fotosintéticos por la técnica de PAM. (A) Modelo de procesos
que ocurren luego de la incidencia de la luz en el fotosistema Il (PSII). Adaptado de Baker et al.
(B) Medicion de parametros fotosintéticos mediante la técnica de PAM (pulse amplitud
modulation) en una planta de tabaco no transformada de 5 semanas de edad.

Se midié la fluorescencia de la clorofila mediante la técnica de PAM (pulse
amplitud modulation) en plantas adaptadas a oscuridad (dark-adapted state) y plantas
adaptadas a la luz (light-adapted-state), utilizando el equipo PhotosynQ (figura 20). Estas
mediciones las realizamos en el instituto CEFOBI (Rosario) en el marco de una

colaboracion con el Dr. Nicolas Blanco.

Teniendo en cuenta las diferencias en cuanto al crecimiento de las lineas
analizadas, se trabajo con plantas de distintas edades cronoldgicas pero que estuvieran
en un estadio de desarrollo similar. Por consiguiente, realizamos las mediciones en
plantas de 6 semanas de edad para las plantas NT y UTR-GUS, y 9 semanas de edad
para las lineas UTR-FGF (figura 21).
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NT UTR-FGF3 UTR-FGF4

6 Semanas . 9 Semanas

Figura 21: Estadios del desarrollo de las plantas UTR-FGF y NT seleccionados para los analisis
fisiologicos. Fotos representativas de los estadios elegidos. Las plantas fueron germinadas en
tierra y crecidas en condiciones de invernadero (16 h de luz, 100—-300 umol s*' m2, 26°C).

La medicion en hojas adaptadas a la oscuridad mide la emision de fluorescencia
en un estado donde todas las plastoquinonas estan oxidadas. En estas condiciones, el
PSII se considera “abierto” y es posible determinar su capacidad maxima de conducir
fotoquimica, parametro denominado eficiencia maxima del PSIl (F./Fn). En plantas
salvajes que se encuentran en condiciones de crecimiento 6ptimas, y que no fueron
sometidas a estrés, el valor promedio de F./Fn se encuentra alrededor de 0,8 (Baker,
2008).

El andlisis en hojas adaptadas a la oscuridad reveld que existe una disminucion
significativa de F./Fn en plantas UTR-FGF 3 y UTR-FGF 4, siendo aproximadamente
dos veces menor en la linea UTR-FGF respecto a las plantas no transformadas (figura
22). La linea transplastomica UTR-GUS no mostré diferencias significativas con las
plantas NT. Estos resultados demostraron que las lineas transplastémicas UTR-FGF
presentan una reduccion en su capacidad fotosintética maxima, asociada a la expresion
de la proteina rhFGFb.
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Figura 22. Determinacion de la eficiencia maxima del fotosistema Il (F./F~). Box plot obtenido a
partir de los valores de F./F, obtenidos a partir de 11 plantas (NT y UTR-FGF) o 3 plantas (UTR-
GUS). Los asteriscos muestran diferencias significativas respecto a la linea NT (p<0.05).

A continuacion, se realizé un analisis de los parametros fotosintéticos en hojas
adaptadas a la luz (estado estacionario) para las lineas UTR-FGF y la linea NT. En el
caso de la linea UTR-GUS, la cantidad de réplicas biolégicas no resulté suficiente para
realizar los andlisis estadisticos. Teniendo en cuenta que la linea UTR-GUS es
indistinguible fenotipicamente de la no transformada y la ausencia de diferencias
significativas en el parametro de F./F, entre estas lineas, consideramos que es posible
continuar con los analisis excluyendo esta linea. En un futuro, se repetira el analisis con

mayores réplicas de la linea UTR-GUS.

Las mediciones en hojas adaptadas a la luz (100-300 ymol s™" m2) se realizaron
con plantas crecidas en condiciones de fotoperiodo normal (16 horas de luz) y en la
franja horaria de capacidad fotosintética de estado estacionario estable (entre las 3 y 12
hs del ciclo diurno). En la figura 23 se muestran los resultados obtenidos para la medicién

de parametros de fluorescencia de estado estacionario.
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Figura 23. Determinacion de parametros fotosintéticos en estado estacionario. Plantas de tabaco
no transformadas (NT) y las lineas UTR-FGF fueron crecidas en tierra por 6 y 9 semanas,
respectivamente. Los asteriscos muestran diferencias significativas (p<0.05) respecto a la linea

NT.
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Se observo una reduccion significativa de la eficiencia del PSII (¢PSIl) en las
lineas UTR-FGF respecto a las plantas NT, lo que indicaria un menor porcentaje de
energia absorbida destinada a fotoquimica y una menor eficiencia en el transporte de
electrones. En linea con esto, se observd un aumento significativo del rendimiento
cuantico asociado al quenching no fotoquimico (pNPQ), asociado a la liberacion de
energia por calor. El parametro @NO (quenching no fotoquimico), relacionado con

pérdidas de energia por fotoinhibicion, se encontré disminuido en las lineas UTR-FGF.

6.3 Efecto de la intensidad luminica sobre el fenotipo clorético de las lineas
UTR-FGF

Se sabe que la intensidad luminica puede afectar el contenido de pigmentos
fotosintéticos en plantas (Janeeshma et al., 2022). Diversos estudios mostraron que
plantas transplastémicas con un fenotipo clorético presentaron una reversion de su
fenotipo al disminuir la intensidad luminica (Ahmad et al., 2012a; Lentz et al., 2012).
Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos evaluar cual es el efecto de la

intensidad luminica sobre el fenotipo de clorosis en las lineas UTR-FGF.

Se midié el contenido total de clorofila en plantas cultivadas in vitro durante 7
semanas a intensidades de luz de 65-70 ymol.m2.s” (normal) o 8-11 pmol.m?2.s™
(sombra). En concordancia con los resultados previos, en condiciones luminicas
normales los niveles de clorofila total en las lineas UTR-FGF resultaron
significativamente menores en comparacién a las plantas NT o las lineas UTR-GUS
(figura 24). La reduccion de los niveles de clorofila en las lineas UTR-FGF respecto a las

NT se mantuvo también en condiciones de baja luz.

Se comparé dentro de una misma linea como variaron los niveles de clorofila en
funcién de la intensidad luminica. Para las cuatro lineas analizadas, los niveles de
clorofila disminuyeron significativamente en condiciones de baja luz comparada con la
misma linea en condiciones luminicas normales (figura 25). Esto demuestra que la
disminucion en la intensidad luminica no permite revertir el fenotipo clorético en las
lineas UTR-FGF.
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Figura 24. Anadlisis del contenido de pigmentos fotosintéticos para distintas lineas
transplastdmicas o plantas NT. Las plantas se crecieron in vitro durante 7 semanas en
condiciones de luz normal (65-70 pmol.m2.s") o de sombra (8-11 pmol.m2.s") y se midi6 el
contenido de clorofila total. Se muestra el boxplot del contenido de clorofila para las distintas
lineas en condiciones de luz (izquierda) y en condiciones de oscuridad (derecha). Los asteriscos
muestran diferencias significativas respecto de la linea NT (p=0,05).
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Figura 25. Efecto de la intensidad de luz en el contenido de clorofila para cada linea. Boxplot del
contenido de clorofila en condiciones de luz (65-70 pmol.m2.s') y sombra (8-11 ymol.m2.s™") para
cada linea. El anadlisis estadistico se realiz6 mediante un modelo lineal y una comparacion de
medias entre los tratamientos dentro de cada linea. Se muestra el p valor de cada comparacion.

61



Resultados-Capitulo 1

Por otro lado, se analizé la relacién entre clorofila a y clorofila b bajo las distintas
condiciones luminicas para cada linea. La relacién entre los tipos de clorofila varia en
funcién de las condiciones luminicas para maximizar el desempeno fotosintético de las
plantas. En condiciones de baja luz, las plantas acumulan una mayor cantidad de
clorofila b y hay un aumento en la densidad de los complejos LHCs (Leong y Anderson,
1984).
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Figura 26. Efecto de las condiciones luminicas en la relacion clorofila a/b para cada linea. Boxplot
de la relacién clorofila a/b en condiciones de luz normal (65-70 ymol.m2.s') y sombra (8-11
pumol.m2.s') para cada linea. El andlisis estadistico se realizé mediante un modelo lineal y una
comparacion de medias entre los tratamientos dentro de cada linea. Se muestra el p valor de
cada comparacion.

De acuerdo a lo esperado, se observo una disminucion significativa en la relacion
de clorofila a/b en plantas NT y UTR-GUS sometidas a baja intensidad luminica (figura
26). La misma tendencia se observo para las lineas UTR-FGF. Estos resultados sugieren
que las lineas UTR-FGF presentan mecanismos de regulacion de pigmentos
fotosintéticos en respuesta a luz similares a las plantas salvajes. En conjunto, los
resultados sugieren que la disminucién en los pigmentos fotosintéticos en las plantas
UTR-FGF podria deberse a fallas en el desarrollo del cloroplasto y no a un efecto

fotoinhibitorio asociado a la intensidad luminica.
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Capitulo 2:

Expresion transitoria en plantas de Nicotiana benthamiana
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1. Diseno de un sistema de clonado modular para el direccionamiento de

proteinas heterélogas a distintos compartimentos subcelulares

La acumulacion de proteinas recombinantes en distintos compartimentos
subcelulares constituye una estrategia util para aumentar sus niveles de acumulacion y
el rendimiento de un sistema de expresién (Venkataraman et al., 2023). El entorno de
los distintos compartimentos subcelulares tiene incidencia sobre la estabilidad de una
proteina recombinante, su plegamiento y las modificaciones post traduccionales. La
eleccion del compartimento éptimo para la acumulacion de una proteina recombinante
dependera a su vez de las caracteristicas bioquimicas de la proteina de interés, y en
consecuencia debe explorarse para cada caso particular. Con el objetivo de estudiar la
acumulacion de rhFGFb en distintos compartimentos subcelulares, disefiamos una
estrategia de clonado basado en el método de Golden Gate Assembly (Engler et al.,
2008) que permite fusionar proteinas a distintas sefales de localizacion subcelular. Para
ello, realizamos una serie de modificaciones sobre el vector de expresion pEAQ-HT-GFP
(Sainsbury et al., 2009; Sainsbury y Lomonossoff, 2008). Este vector posee las
secuencias regulatorias no traducibles 5’UTR y 3'UTR derivadas del Cowpea Mosaic
Virus (CPMV RNA-2). A su vez, el vector incorpora en la region de T-DNA al gen
correspondiente a la proteina viral supresora del silenciamiento P19 (Lakatos et al.,
2004), que permite obtener mayores niveles de acumulacion de proteinas

recombinantes (figura 27A).

La adaptacion del vector comprendié la incorporacion de una secuencia
polylinker con sitios de Bsal necesarios para el clonado. A su vez, se introdujeron
mutaciones silenciosas en la secuencia codificante correspondiente a P19 para eliminar
los sitios de reconocimiento de la enzima Bsal (P19*). A partir de estas modificaciones,
se obtuvo el vector pEAQ-Golden (figura 27B). El detalle de los pasos necesarios para

la construccién del del vector pEAQ-Golden se describen en el Anexo A.1.

64



Resultados-Capitulo 2

A
Nrul (1292)
(7046) NotI _
Bsal (1941)
— XhoI (2021)
pEAQ-HT-GFP
10.675 bp
BamHI (3018)
\, Bsal (3418)
Bsal (3522)
B
Nrul (1292)
" Bsal (1299)
(6968) NotI
_Bsal (1933)
—— Xhol (1943)
PEAQ Golden
10.597 bp
BamHI (2940)

Figura 27. Vectores para expresion transitoria en N. benthamiana. Esquema de los vectores
pEAQ-HT-GFP (A) y pEAQ-Golden (B). Se sefialan los sitios de reconocimiento de enzimas de
restriccion relevantes para los clonados. BD, BIl: bordes derecho e izquierdo del ADN-T.
Promotor 35S: Promotor constitutivo fuerte del Virus del Mosaico del Coliflor; 5UTR y 3’UTR:
secuencias regulatorias no traducibles; tNos: secuencia terminadora del gen de nopalina
sintetasa; GFP: secuencia codificante de la proteina fluorescente verde; P19: gen de supresién
de silenciamiento viral. P19*: secuencia P19 sin sitios de reconocimiento para Bsal; NPTII: gen
de resistencia al antibiético kanamicina. OriV: origen de replicacion pRK2; TrfA: locus esencial
para replicacion; ColEl: origen de replicacion pBR322.
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A continuacién, disefiamos los médulos correspondientes a las distintas sefiales
de localizacion subcelular, incorporando los sitios de restriccion Bsal y las bases
adecuadas para generar extremos 5’ libres compatibles para el clonado direccional
(Anexo A, seccion 2). En la figura 28 se muestra un esquema del sistema de clonado

para la fusion de proteinas a las distintas sefales de localizacion.

A
TATGTGAGACC GGTCTCATCTA
ATA CTCTGG CCAGAGTAGAT
— = ~
ccdb-gg 1
TATG 1
ACGA
pEAQ-Golden + ——» pEAQ-1/2
TGCT Bsal
-AGAT ADN Ligasa
P19* P19*
-
B

T mserto Citopl
AGAT itoplasma

" PeptdoSerial ., """ Inserto + KDEL cplasm3
ACGA AGAT endoplasmatico

Figura 28. Esquema de la estrategia de clonado para el direccionamiento de proteinas de interés
a distintas localizaciones subcelulares. (A) Representacion esquematica del clonado de dos
secuencias tedricas (1y 2) en el vector pEAQ-Golden. Se muestran los sitios de reconocimiento
de Bsal (negrita) y los extremos 5’ libres. (B) Disefio de los mdodulos para la generacion de
proteinas de fusién con distinta localizacion subcelular. Se muestran las combinaciones de
secuencias sefal e inserto y los extremos 5’ libres disefiados para el clonado direccional.

Para verificar la funcionalidad de la proteina P19* codificada en el vector
pEAQGolden, analizamos si su expresion es capaz de complementar la actividad de una
proteina P19 mutada (AP19). Para ello utilizamos el vector pEAQ-AP19-GFP generado
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previamente en el laboratorio por el Dr. Federico E. Alfano; el cual posee una mutaciéon
puntual del gen P19, generando una proteina no funcional. Realizamos un ensayo de
co-infiltracion del vector pEAQ-AP19-GFP con los vectores pEAQ-Golden o pEAQ-
AP19-GFP. Como control positivo, realizamos una co-infiltracion de pEAQ-AP19-GFP y
el vector pBIN-P19 que porta un gen P19 funcional (Vogler et al., 2008). Al cabo de 5
dias post-infiltracion se analizo la expresién de GFP observando la fluorescencia emitida

al iluminar las hojas con luz UV (figura 28).

pEAQ-AP19-GFP pEAQ-AP19-GFP  pEAQ-AP19-GFP

+ +

pBIN-P19 pEAQ-Golden

Figura 29. Chequeo de funcionalidad de P19* por complementacién. Se agroinfiltraron hojas de
N. benthamiana con los distintos tratamientos y se evalud la fluorescencia de la proteina GFP
irradiando con luz UV (365nm). Se muestran fotos de la cara abaxial de las hojas a 5 dias post-
infiltracion.

Como se visualiza en la figura 29, la fluorescencia observada para GFP en
presencia de P19* (expresado a partir del vector pEAQ-Golden) fue comparable con la
fluorescencia de GFP producto de la co-infiltracién con el vector pBIN-P19; en ambos
casos la fluorescencia resultd superior a la de las hojas infiltradas con pEAQ-AP19-GFP.
Esto demostré que efectivamente las mutaciones introducidas para eliminar sitios Bsal

no afectaron la funcionalidad de la proteina supresora P19.
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2. Las senales de localizacion subcelular incorporadas en el pEAQ-Golden

direccionaron a las proteinas de fusiéon a los compartimentos esperados

Para verificar el funcionamiento del vector pEAQ-Golden y el correcto
direccionamiento de las proteinas expresadas, se fusionaron las sefales de localizacion
subcelular a distintas proteinas fluorescentes y se estudié su localizacion mediante

microscopia confocal. El detalle de los clonados se muestra en el Anexo 3.1.

A continuacion, analizamos la localizacion subcelular de las proteinas reporteras
fusionadas a las diferentes senales mediante expresion transitoria por agroinfiltracién en
N. benthamiana. Como control, se co-infiltraron cepas de A. tumefaciens transformadas
con plasmidos que permiten la expresion in planta de proteinas de fusion marcadoras
de localizacién subcelular previamente caracterizadas, con fluorescencias compatibles.
A los 3 dias post-infiltracion analizamos la localizacion subcelular mediante microscopia

confocal (figura 30).

En primer lugar, se evalué la expresiéon de una version de GFP citoplasmatica
(PEAQ-GFP-Cit) que no se encuentra fusionada a ninguna sefal de localizacion.
Observamos que GFP mostroé localizacion nucleo/citoplasma, que co-localizé con una
proteina roja fluorescente (RFP) expresada a partir del vector EV-RFP. En el caso de la
versiéon que permite direccionamiento al apoplasto (pEAQ-GG-GFP-Ap), observamos
co-localizacion parcial con el marcador de apoplasto RFP-Ap. En cuanto a la proteina
GFP con sefial de retencién en reticulo endoplasmatico (pEAQ-GG-GFP-KDEL),
observamos acumulacion de sefal alrededor del nucleo y en una disposicion reticular,
tipica de esta localizacién subcelular, que coincidid con la localizacion visualizada para
el marcador RFP-KDEL

Por ultimo, el patrén de fluorescencia observado para la expresion de la proteina
PEAQ-GG-mKO-Vac coincide con el esperado para la marcacion de la vacuola central
segun lo descripto por Hunter et al (Hunter et al., 2007). A su vez, la proteina mKO-Vac
no co-localiza con la versién de GFP citoplasmatica (pEAQ-GFP-Cit). Estos resultados

corroboran el correcto direccionamiento de las proteinas fusionadas a la senal vacuolar.

El analisis de microscopia confocal en conjunto con las predicciones in silico
(Anexo A.4) permiten corroborar que las sefales de direccionamiento utilizadas son

adecuadas para dirigir la acumulacion de proteinas a los compartimentos elegidos.
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PEAQ-GG-GFP-Cit
+
EV-RFP

pEAQ-GG-GFP-Ap
+

APO-RFP

pEAQ-GG-GFP-KDEL
+

ER-RFP

pEAQ-GG-GFP-Cit
+
pEAQ-GG-mKOVac

Figura 30. Validaciéon del vector pEAQ-Golden y las sefales de localizacién subcelular. Se
muestran imagenes representativas obtenidas por microscopia confocal (aumento 40X) de hojas
de N. benthamiana agroinfiliradas con las distintas construcciones (4 d.p.i). pPEAQ-GG-GFP-Cit:
GFP citoplasmético; pEAQ-GG-GFP-Ap: GFP apoplastico; pEAQ-GG-GFP-KDEL: GFP
reticular; pPEAQ-GG-mKOVac: proteina mKO vacuolar. Se utilizaron marcadores de localizacion
subcelular caracterizados; EV-RFP: RFP sin sefiales de localizacion (muestra localizacion
nucleo-citoplasma);APO-RFP: RFP apoplastico; ER-RFP: RFP reticular.
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3. El apoplasto, el reticulo endoplasmatico y la vacuola son

compartimentos adecuados para expresar rhFGFb

Para obtener las variantes de rhFGFb con distinta localizacion subcelular, sub-
clonamos en el vector pEAQ-Golden las distintas versiones de la proteina rhFGFb
fusionada a senales de localizacién: rhFGFb con localizacion apoplastica (pEAQ-GG-
FGF-Ap), localizacion reticular (P EAQ-GG-FGF-KDEL) y localizacion vacuolar (pEAQ-
GG-FGF-Vac) (de acuerdo a lo esquematizado en la figura 28 y Anexo seccion 3.2). El
clonado de rhFGFb con localizacién citoplasmatica se realizé en el vector pEAQ-HT,

segun lo especificado en el Anexo 3.2.

Para determinar las condiciones 6ptimas para la expresion transitoria de rhFGFb
se evaluaron distintos parametros que influyen en este sistema, a saber: densidad 6ptica
del cultivo de A. tumefaciens y dias post-infiltracion. Como control negativo se realizé la

infiltracidn con una suspension de A. tumefaciens sin transformar.

En primer lugar, evaluamos el efecto de la densidad 6ptica del cultivo sobre la
acumulacion de rhFGFb, a un tiempo fijo (5 dias post-infiltracion). El ensayo se realizo
comparando los tratamientos D.Oeoo de a pares y agroinfiltrando cada tratamiento en la
mitad de una misma hoja, de forma tal de minimizar el efecto de la fisiologia de la hoja
en la medicion. Como se observa en la figura 31A, el nivel de acumulacién de la proteina
recombinante aumenté conforme aumento la densidad optica del cultivo. Se obtuvieron

resultados comparables tomando las muestras a los 3 dias post-infiltracion.

Por otro lado, se analizaron los niveles de acumulacién de la proteina
recombinante en funcién de los distintos dias post-infiltracién, partiendo de cultivos con
densidades opticas de 0,8 y 1,2. Este analisis demostréo que los mayores niveles de
rhFGFb se alcanzan a los 7 dias post-infiltracion, independientemente de la densidad

optica inicial (figura 31B).
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Figura 31. Analisis de condiciones de agroinfiltracion para la expresion transitoria de rhFGFb
apoplastico. Se analizaron mediante western blot muestras de proteinas totales extraidas de
hojas agroinfiltradas bajo distintas condiciones experimentales. (A) Acumulacion de rhFGFb en
funcién de la densidad optica. (B) Acumulacion de rhFGFb en funcion de los dias post-infiltracion.
Se revel6 utilizando un anticuerpo anti-HIS. D.O: densidad 6ptica; d.p.i: dias post-infiltracion
(d.p.i); FGF AP: muestras agroinfiltradas con plasmido pEAQ-GG-FGF-Ap; GFP: muestras
agroinfiltradas con plasmido pEAQ-GG-GFP-Cit; WT: muestras agroinfiltradas con A.
tumefaciens (GV3101).

En funcion de estos resultados, elegimos utilizar como condiciones de
agroinfiltracién una densidad 6ptica inicial de 0,8 y tiempo de 7 dias post-infiltracién para
los siguientes analisis. Al evaluar la expresién y acumulacion de rhFGFb en los distintos
compartimentos subcelulares, observamos que rhFGFb se acumulé en apoplasto,
reticulo endoplasmatico y vacuola. Sin embargo, no se detecté acumulacion de rhFGFb

en el citoplasma (figura 32).
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Figura 32. Comparacion de la acumulacion de rhFGFb en distintos compartimentos subcelulares.
Se analizé por western blot con anticuerpo especifico anti-FGF la acumulaciéon de rhFGFb en
funcién de la localizacién subcelular (7 d.p.i.). AP: rhFGFb apoplasto; RE: rhFGFb reticulo
endoplasmatico; VAC: rhFGFb vacuola; CIT: rhFGFb citoplasma; GFP: control agroinfiltrado con
plasmido pEAQ-GG-GFP-Cit; GV: Control agroinfilirado con cepa de A. tumefaciens GV3101 sin
transformar.

FGF RE GF VAC GV . GF VAC

4. La expresion transitoria de rhFGFb dié como resultado bajos niveles de

acumulacion

Con el objetivo de obtener un rhFGFb purificado para analizar su actividad
biolégica, realizamos una purificacion de la proteina recombinante por siguiendo el
protocolo de purificacion establecido en la seccion 1.4.1 (Resultados Capitulo 1). Sin
embargo, no fue posible obtener niveles de rhFGFb detectables mediante la técnica de
western blot. Esto podria deberse a que la cantidad de tejido procesado (3 gramos) no

resultd suficiente para una correcta purificacion.

Como una primera aproximacion, realizamos una comparacion relativa de los
niveles de acumulacién obtenidos para rhFGFb utilizando los dos sistemas de plantas
como biorreactores analizados en esta Tesis. Analizamos por western blot extractos de
proteinas solubles totales extraidas de hojas agroinfiltradas con la construccion pEAQ-
GG-FGF-Ap (D.Os00=0,8, 7 dias) y de una planta transplastémica de la linea UTR-FGF
4. Como puede observarse en la figura 33A, para una misma masa total de tejido fresco,
los niveles de acumulacion de la proteina recombinante son mayores en plantas
transplastémicas respecto al rhFGFb apoplastico expresado de forma transitoria en N.
benthamiana. Este resultado fue corroborado en numerosos ensayos de western blot
utilizando anticuerpos anti-HIS, en los cuales el limite de deteccion no alcanzaba para

poder detectar la proteina recombinante extraida de plantas agroinfiltradas.
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Figura 33. Anadlisis comparativo de la acumulacion de rhFGFb en los distintos sistemas de
expresion en plantas. (A) Analisis de expresiéon de rhFGFb. Se analizaron extractos de proteinas
totales de hojas (4 mg tejido fresco). (B) Cuantificacion por densitometria. Las muestras de
rhFGFb obtenidas con los dos sistemas de expresién se analizaron por western blot con
anticuerpo anti-FGF. Para cuantificar, se realizé un analisis de densitometria comparando contra
una curva estandar de FGF comercial (FGF Gibco). E3F: Eluido 3 Filirado de extraccion de
plantas transplastémicas; NT: extracto de plantas de N. tabacum no transformadas; GV: control
de agroinfiltracion con cepa de A. tumefasiens GV3101 sin transformar; AP: FGF Apoplastico;
RE: FGF reticular; FGF4: planta transplastdémica UTR-FGF 4.

En un analisis preliminar por densitometria se obtuvo un valor estimado de 3,5
Mg rhFGFb /g Tejido fresco y 2,6 pug rhFGFb/g tejido fresco para rhFGFb apoplastico y
reticular, respectivamente (figura 33B). Sin embargo, no fue posible determinar en cual
compartimento se obtuvo una mayor acumulacién, dado que los valores obtenidos se
encuentran dentro del mismo orden. Por otro lado, al comparar con los niveles de
rhFGFb expresados en plantas transplastémicas (34 + 2 ug rhFGFb soluble/g tejido
fresco), los niveles de rhFGFb obtenidos para la expresién transitoria son

significativamente menores.

En base a estos resultados, se puede concluir que es posible expresar de forma
transitoria rhFGFb direccionando su acumulacion al apoplasto, reticulo endoplasmatico
y vacuola. Sin embargo, el sistema de expresion transitoria bajo las condiciones
analizadas no resulta eficiente para la produccién de la proteina recombinante a niveles
suficientes para su purificacion. Es necesario optimizar el sistema con el fin de obtener

niveles adecuados para su produccion, purificacion y prueba de actividad biolégica.
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5. Analisis bioinformatico de la secuencia de rhFGFb

A la hora de expresar una secuencia codificante de origen humano en plantas es
importante tener en cuenta distintos factores intrinsecos de la secuencia nucleotidica
que puedan afectar sus niveles de expresion. Esto implica la optimizacion de uso de
codones, la eliminacion de sitios cripticos de splicing, sitios alternativos de
poliadenilacion y senales de metilacion que podrian inducir silenciamiento génico
(Niederhuth y Schmitz, 2017; Reddy et al., 2020).

Para la expresion de rhFGFb en los distintos sistemas estudiados en esta Tesis,
se utilizd una misma secuencia nucleotidica correspondiente a la construcciéon 6xHIS-
TEV-FGFb. Dicha secuencia fue optimizada de forma hibrida para la expresion en P.
pastoris y cloroplastos de N. tabacum, y chequeada de forma manual para N.
benthamiana. En funcidén de esto, formulamos la hipdtesis de que el proceso de
adaptacion de la secuencia pudo haber sido subdptimo, ocasionando que los niveles de
expresion transitoria de rhFGFb fueran menores a los esperados para este sistema. Para
investigar esta hipotesis se realizaron una serie de analisis bioinformaticos que se

detallan a continuacion.

5.1 Verificacion de la optimizacion de codones de la secuencia codificante
hFGFb

Para evaluar la eficiencia de la optimizacion de codones de la secuencia utilizada
en este trabajo, referida como hFGFb hibrida, se compard esta secuencia con una
secuencia optimizada, utilizando el software de acceso libre ExpOptimizer de NovoPro

(https://www.novoprolabs.com/tools/codon-optimization). Este algoritmo tiene en cuenta

los siguientes parametros para la optimizacion: frecuencia de uso de codones,
optimizacion de secuencia 5’UTR, regiones repetitivas de ADN, porcentaje de
nucleétidos GC y estructura secundaria del ARN mensajero. Se compararon los
parametros de indice CAl y %GC antes y después de la optimizacion (tabla 4). Como
control, se calcularon los mismos parametros utilizando como input la secuencia
codificante de hFGFb obtenida de la base de datos de NCBI (hFGFb no optimizada).
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Secuencia hFGFb no hFGFb optimizada hFGFb optimizada
optimizada hibrida ExpOptimizer
Indice CAl 0,74 0,94 0,81
% GC 48,47% 38,24% 44.65%

Tabla 4. Comparacién de los parametros obtenidos para la secuencia de hFGFb con distintos
tipos de optimizacion, utilizando el software ExpOptimizer de NovoPro.

El indice CAl (indice de adaptacién de codones) pondera la frecuencia de uso de
los codones de una secuencia codificante y mide el grado de adaptacion de la secuencia
para un dado organismo (Sharp y Li, 1987). El CAl (indice de adaptacion de codones)
obtenido para la secuencia optimizada ExpOptimizer resulté mayor al de la secuencia
sin optimizar, pero menor al de la secuencia optimizada hibrida utilizada en este trabajo.
Si se analiza el CAl del gen de la subunidad menor de Rubisco, un gen de expresion alta
y constitutiva en plantas, su valor es de alrededor de 0,8 (Geyer et al., 2007). Dicho valor
se encuentra mas cercano al de la secuencia optimizada teédrica respecto de la

secuencia optimizada hibrida.

La composicion genémica (%GC/AC) es relevante a la hora de la optimizacién
de una secuencia para su expresion heteréloga debido a su incidencia en la frecuencia
de uso de codones y aminoacidos para una dada especie (Knight et al., 2001). En el
caso de estudio, el %GC obtenido para la secuencia optimizada ExpOptimizer fue mayor
que para la secuencia optimizada hibrida. Sin embargo, ambos valores se encuentran
cercanos al %GC para genes de N. benthamiana (42,7%), predicho en un analisis

genomico realizado para esta especie (Kurotani et al., 2023).

En conjunto, los resultados muestran que la optimizacion de la secuencia
utilizada en este trabajo es factible de ser mejorada. Sin embargo, las diferencias
encontradas entre la secuencia optimizada hibrida y la optimizada ExpOptimizer no

resultan suficientes para explicar los bajos niveles de expresion obtenidos.

5.2 Analisis de sitios de poliadenilacion alternativos en N. benthamiana

Las poliadenilacién esta regulada por una combinacion de elementos dentro del
ARNmM que rodean al sitio de poliadenilacién, constituyendo senales complejas cuyo

patrén difiere entre animales y plantas (Hu et al., 2005). Por esta razon, al expresar una
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secuencia codificante de origen humano en N. benthamiana puede haber sitios que sean

reconocidos como sefiales de poliadenilacion alternativos.

Si bien existen algoritmos de prediccion de sitios de poliadenilacion en plantas a
partir de secuencias gendémicas (Ji et al., 2015), la disponibilidad de software de libre
acceso para predecir poliadenilacion en N. benthamiana es aun limitada. Dado que
este estudio no requiere el procesamiento de un gran numero de secuencias, la
prediccion de sitios de poliadenilacion se realizd6 de forma manual identificando los

distintos elementos de acuerdo a Hunt y Li, 2015.

Las sefiales de poliadenilacion en plantas constan de tres elementos cis-
regulatorios: un elemento FUE (far-upstream element), uno o mas elementos NUE (near-
upstream element) y el sitio de poliadenilaciéon (CS). Los sitios CS estan compuestos por
la secuencia YA (UA/CA) y se suelen encontrar en una regioén rica en nucleétidos U
denominada URE (Loke et al., 2005). En base a diversos reportes sobre la estructura
de estos elementos para Arabidopsis thaliana, se elaboré el esquema general de sitios
de poliadenilacién presentado en la figura 34.

CcS
60-100nt 6-10nt

FUE URE

UUGUAAA GUUUUU UA
UUuuGUU cuuuuu CA
UGUUUUU UUUUAU

UuGuuu UUUGUA

uuucuu UUUUUA

ucuuuu AUUUUU
UUuuuuG vuuuuc
Uuuuuuu UAUUUU

uucuuu AUGUUU

Uuuucu UAAUUU CS=sitio de poliadenilacion

Figura 34: Esquema del sitio de poliadenilacion en A. thaliana. Se muestran los distintos
elementos con una lista de las secuencias mas representativas para cada elemento. FUE (Far-
upstream element); NUE (near-upstream element): puede contener la secuencia candnica
AAUAAA o los otros elementos identificados en diversos trabajos (Li y Hunt, 1995; Rothnie et al.,
1994; Sherstnev et al., 2012; Wang et al., 2020; Wu et al., 1994); URE: region rica en nucleétidos
U; CS: sitio de poliadenilacion compuestos por la secuencia Y/A.

Se analizé la secuencia codificante hFGFb utilizada en este trabajo (hFGFb
optimizada hibrida) utilizando el software ape para buscar homologia de la secuencia
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con los distintos elementos mencionados. En primer lugar, se identificaron los

potenciales NUE, encontrandose los 3 elementos detallados en la tabla 5.

Secuencia de potencial Posicion en secuencia Secuencia teérica
NUE codificante (nt)
TTGTTT 236-241 UuuGuUUU
AATTAA 243-248 AAUUAA
AAGAAA 375-380 AAGAAA

Tabla 5. Identificacion de sitios potenciales NUE. Se muestra la secuencia nucleotidica de los
potenciales NUE identificados para la secuencia hFGFb optimizada hibrida.

Para cada potencial NUE se analizaron las secuencias lindantes (100 nucleétidos
rio abajo y 20 nucléotidos rio arriba) para la identificacion de potenciales sitios FUE y

CS. En la figura 35 se muestran los distintos elementos identificados en este analisis.

Como control de la metodologia empleada, se realizé el mismo andlisis sobre la
secuencia optimizada ExpOptimizer. Dado que el algoritmo tiene en cuenta los sitios de
poliadenilacion en plantas para la optimizacion, no se espera encontrar sitios de
poliadenilacion alternativos. Si bien se encontraron tres potenciales sitios NUE, los
mismos no se acompanaron por los otros elementos estructurales de los sitios de

poliadenilacién.

Segun los analisis presentados, se concluye que en la secuencia rhFGFb
utilizada en este trabajo podrian existir dos sitios reconocidos como sefiales de
poliadenilacion. La presencia de estas sefales podria estar interfiriendo en el correcto
procesamiento del mRNA in vivo resultando en los bajos niveles de expresion de la

proteina recombinante en N. benthamiana.
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LCTTTCTTCTTCTTCTTGCTGATTGGTTCTATAAGAAATCTAGTATTTTCTT TGAAACAGAG
TTTTCCCGTGGTTTTCGAACTTGGAGAAAGATTGTTAAGCTTCTGTATATTCTGCCCAAATT
CGCGAGACATATGGGCAACTTGAGATCTTCTTTTGTTTTCTTCCTCCTTGCCTTGGTGACTT
ATACTTATGCTCATCATCATCATCATCATGAATTCGAAAATCTTTATTTTCAAGGTCCTGCT

CTTCCAGAAGATGGAGGTTCTGGTGCTTTCCCTCCTGGACATTTCAAGGATCCTAAGAGACT

TTATTGCAAGAATGGAGGETTCTTTTTGAGAAT CCATCCTGATGGTAGGGTTGATGGAGTTA
Sitio
GAGAARRAATCTGATCCTCATATTAAGCTTCAGCTTCAGGCTGAGGAGAGGGGTGTTGTTTCA | alternativo 1

AT TAAGGGTGTTTGTG.AACAGATATCTTGCTAT GAAGGAAGATGGTAGGCTTTTGGCATC

TAAGTGTGTTACTGATGARTGE P T T T TG T TTGARAGGCTTGAGTCTAACAATTATAACACTT Sitio
| alternativo 2

ATAGAT CAAGAAAGTATACTT.T GGTATGTTGCACTTAAAAGAACTGGACAGTATAAGCTT -
GGTTCTAAGACTGGTCCTGGACAGAAAGCTATTCTTTTTCTTCCAATGTCTGCARAGTCTTA
ATCTAGAAGGCTCGAGGCCTTTAACTCTGGTTTCATTAAATTTTCTTTAGTTTGAATTTACT
GTTATTCGGTGTGCATTTCTATGTTTGGTGAGCGGTTTTCTGTGCTCAGAGTGTGTTTATTT
TATGTAATTTAATTTCTTTGTGAGCTCCTGTTTAGCAGGTCGTCCCTTCAGCAAGGACACAA

ARAAGATTTTAATTTTATTAAAAAAAANAAAAANANAGACCGGGAATTCGATATCAAGCTTAT

CGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTICITAAGATTGAATCCTGTTGCCGG
Sitio de
TCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTARGCATGTAATAATTAACATGT | Poliadenilacion

AATGCATGACGTTATT.T GAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAA
TACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATC

TATGTTACTAGATC

Figura 35: Analisis de sitios alternativos de poliadenilacion. Se muestra el casete de expresion
del transgen FGF-Ap (violeta) con las secuencias 5’ y 3' UTR (resaltado celeste) y la secuencia
terminadora del gen tNos (resaltado gris). Se sefalan los elementos identificados de las senales
de poliadenilacion: NUE (letras rojas), FUE (resaltado verde), URE (resaltado amarillo) y el sitio
de poliadenilacién CS (resaltado violeta). Se identificé la sefial de poliadenilacion propia del
terminador tNos, y dos potenciales sitios alternativos de poliadenilacion.
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1. Construccion de los vectores de expresiéon pPIC_FGFb y pPICK_BMP4

A partir de la base de datos de NCBI se obtuvieron las secuencias codificantes
de las proteinas hFGFb (NG_029067.1) y hBMP4 (NG_009215.1). Tomando como
referencia las secuencias aminoacidicas de las proteinas comerciales, se seleccioné en
cada caso la region codificante correspondiente a las proteinas maduras, luego del
procesamiento del propéptido. Las secuencias se optimizaron en su uso de codones a
fin de mejorar el indice CAl (indice de adaptacion de codones), segun las tablas de uso
de codones otorgadas por el Kazusa DNA  Research Institute

(https://www.kazusa.or.jp/codon/). Para la proteina rhFGFb, realizamos una

optimizacion hibrida entre el uso de codones para P. pastoris y cloroplastos de N.
tabacum, a fin de evaluar su expresion en ambos sistemas. En cambio, la proteina
hBMP4 fue optimizada unicamente para P. pastoris ya que al ser una proteina

glicosilada, su expresién en cloroplastos no fue estudiada.

Las secuencias codificantes de ambos factores de crecimiento se sintetizaron
incorporando en el extremo 5’ y en marco continuo de lectura, la secuencia que codifica
el sitio de reconocimiento de la proteasa TEV del tobacco etch virus (ENLYFQ\). A su
vez, el transgen hFGFb se sintetizé fusionado a un tracto de 6 histidinas N-terminal para
su posterior clonado en el vector de cloroplastos. En ambos casos, se incorporaron los
sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion EcoRl y Xbal flanqueando los
casetes codificantes TEV-hFGF y TEV-hBMP4 (Figuras 36A y 37A). Las secuencias
codificantes de la fusion TEV-hFGFb y TEV-hBMP4 (suministradas en un plasmido
pUC), se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal y se sub-clonaron en los
sitios EcoRI y Avrll (compatible con Xbal) de los vectores de expresion pPICONHIS y
pPICOKNHIS, respectivamente, para obtener los vectores pPIC_FGFb (Figura 36B) y
pPIC_BMP4 (Figura 37B).
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A
TEV-hFGFb
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Figura 36: Obtencion del plasmido pPIC_FGFb. (A) Esquema de la secuencia sintética TEV-
hFGFb. La flecha indica el sitio de corte de la proteasa TEV. (B) Esquema del clonado. La
secuencia TEV-hFGFb se clono en los sitios EcoRI y Avrll del vector pPIC9-HIS. 5°’A0X1 y
3A0X: secuencias 5" y 3'del gen AOX, respectivamente; TT: terminador de la transcripcion a:
secuencia codificante de la sefal de secrecion del factor a de S. cerevisiae; 6xHIS: etiqueta N-
terminal de 6 histidinas. His4: gen de la histidinol deshidrogenasa de P. pastoris para la seleccion
de levaduras recombinantes; AmpR: gen de resistencia a ampicilina para seleccion en E. coli.
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En los vectores pPIC_FGFb y pPIC_BMP4, las secuencias TEV-hFGFb y TEV-
BMP4 quedan fusionadas en 3’ y en marco continuo de lectura con la secuencia
codificante de la secuencia senal de secrecién del factor a de Saccharomyces cerevisiae
(ss) y una secuencia codificante de 6 histidinas N-terminales (6xHIS). De esta manera
las fusiones ss-6xHIS-TEV-hFGFb y ss-6xHIS-TEV-hBMP4 se encuentran bajo el
control transcripcional del promotor AOX1, inducible por metanol, y del terminador (TT)
del mismo gen. En ambos vectores el casette de expresion del gen de interés y el gen
de la histidinol dehidrogenasa (HIS4) quedan flanqueados por secuencias 5y 3'no
traducidas del gen AOX1 (la secuencia 5 incluye también al promotor), para su
incorporacién al genoma de P. pastoris por recombinacion homéloga. El gen HIS4
servira para la seleccion de los recombinantes por complementacion al transformar

cepas auxotrofas para histidina.

El uso de los vectores pPICNHIS o pPICO9KNHIS responde sélo a su
disponibilidad en el momento de los clonados. Los vectores fueron obtenidos
previamente en el laboratorio a partir de los vectores comerciales pPIC9 y pPIC9K,
mediante la incorporacién de la secuencia codificante del tracto de 6 histidinas, rio arriba
del sitio de clonado. Los vectores son equivalentes en todos sus elementos genéticos
regulatorios y sitios de clonado. La diferencia entre ambos radica en que el vector
pPICOKNHIS posee el gen de resistencia a kanamicina dentro del casete a recombinar
con el genoma de P. pastoris; este gen de resistencia permite la eventual seleccién de
clones con inserciones multiples del casette de expresion (por incremento gradual de la

dosis de kanamicina).
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TEV-hBMP4
Sec. reconocimiento TEV hBMP4
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Figura 37: Obtencidon del pldsmido pPICK_BMP4. (A) Esquema de la secuencia sintética TEV-
hBMP4. La flecha indica el sitio de corte de la proteasa TEV. (B) Esquema del clonado. La
secuencia TEV-hBMP4 se clon6 en los sitios EcoRI y Avrll del vector pPICO9K-HIS. 5°’A0X1 y
3AOX: secuencias 5" y 3'del gen AOX, respectivamente; TT: terminador de la transcripcion; SS-
a: secuencia codificante de la sefial de secrecion del factor a de S. cerevisiae; 6xHIS: etiqueta
N-terminal de 6 histidinas. His4: gen de la histidinol deshidrogenasa de P. pastoris para la
seleccion de levaduras recombinantes; AmpR: gen de resistencia a ampicilina para seleccion en
E. coli. Kan R: gen de resistencia a Kanamicina para seleccion de clones de P. pastoris con
multiples copias.
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2. Transformaciéon de P. pastoris GS115 y seleccion de los clones

recombinantes

Para la transformacién de P. pastoris, se linealizaron los vectores pPIC_FGFb y
pPIC_BMP4 por corte con las enzimas de restriccién Sacl o Bglll y se utilizaron para
transformar células competentes de P. pastoris de la cepa GS115 his™ (Invitrogen Life
Technologies). Los clones recombinantes que complementaron la auxotrofia his™ se

seleccionaron por crecimiento en un medio minimo sin aminoacidos.

La insercion del casette de expresion en el genoma de P. pastoris ocurre por
recombinacion homéloga. La misma puede darse por un evento de recombinacion
simple con las secuencias 5’A0OX o 3’AOX del gen AOX1 enddgeno, o con el gen HIS4
endogeno. Asimismo, puede ocurrir un evento de recombinacion doble con las
secuencias 5’AO0X y 3’AOX, a través del cual el gen endégeno de AOX1 es reemplazado
por el casete de expresion (Figura 38). Para verificar la insercion de las construcciones
conteniendo TEV-FGFb y TEV-BMP4 realizamos un analisis por PCR de 11 y 8 clones,
respectivamente, utilizando los oligonucléotidos iniciadores 5A0X_Fw y 3A0X_Rv que

hibridan con las regiones no traducibles del gen AOX1 (Figura 39).

De esta manera, en los clones en los que el casette de expresion se integré por
recombinacion homaéloga doble, la amplificacién con 5A0X_Fw y 3A0X_Rv dara como
resultado un producto de 956 pb o 865 pb correspondiente a la construccion TEV-FGFb
o TEV-BMP4, respectivamente. En aquellos clones en los que la insercion se produjo
por recombinacion simple, se observara una banda adicional correspondiente al
producto de amplificacién del gen AOX1 enddgeno (2,2 kbp). En total obtuvimos 10
clones recombinantes para TEV-hFGFb (Figura 39) y 3 clones para TEV-hBMP4 (Figura
40).
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Figura 38. Integracion del casete de expresiéon en el genoma de P. pastoris. El transgen puede
integrarse a través de un evento de recombinacién simple (1, 2 o 3) o una doble recombinacion
(4). Las flechas rojas indican el sitio de pegado de los oligonucleétidos iniciadores 5A0X_Fw y
3AOX_Rv.
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Figura 39. Verificacion de la integracion del transgen de rhFGFb en el genoma de P. pastoris.
Las muestras de PCR fueron analizadas en geles de agarosa 1%. Los numeros representan
distintos clones de P. pastoris: P: ADN plasmidico pPIC_FGFb; /: Calle vacia. M: Marcador de
peso molecular SmartLadder (Eurogentech). Se sefalan con flechas las bandas
correspondientes al producto de amplificaciéon de la construccion de hFGFb (956 pb) y del gen
AOX1 enddgeno (2200 pb).
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Figura 40. Verificacion de la integracion del transgen de rhBMP4 en el genoma de P.pastoris.
Las muestras de PCR fueron analizadas en geles de agarosa 1%. Los numeros representan los
distintos clones de P. pastoris; +: control positivo de PCR utilizando como templado el ADN
plasmidico pPIC_BMP4. -: control negativo sin templado, /: calle vacia. M: Marcador de peso
molecular 1kb Plus (Dongsheng Bio). Se sefialan con flechas las bandas correspondientes al
producto de amplificacién de la construccion de hBMP4 (865 pb) y del gen AOX1 endégeno (2200

pb).

3. Ensayos de expresion de rhFGFb y rhBMP4

Para realizar una primera prueba de expresion de la proteina recombinante,
seleccionamos clones transformados con cada casete de expresion TEV-FGFb, clones
3y 8; TEV-BMP4 clones 3 y 5. Se utilizaron condiciones de cultivo puestas a punto
previamente en el laboratorio para otras proteinas recombinantes producidas en P.
pastoris (Campos et al., 2016; Niederhaus et al., 2018). El protocolo de produccion de
proteinas recombinantes comprende dos fases; una primera fase de proliferacién, en la
cual se crecen las células en un medio complejo con glicerol como fuente de carbono
(BMGY), para favorecer la obtencion de biomasa celular y una segunda etapa que
comprende la fase de induccién, en la cual se cultivan las células en medio minimo
(BMMY) y se utiliza metanol como fuente de carbono e inductor de la expresién de las

proteinas recombinantes (figura 41).
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La expresion se realizd durante 4 dias a partir de un cultivo de DOggo = 10 en
medio BMMY utilizando metanol como fuente de carbono e inductor (Materiales y
métodos, y figura 41). Se tomaron muestras cada 24 horas separando el sobrenadante
de cultivo de las células y se analizé la presencia de las proteinas recombinantes
mediante ensayos de western blot revelando con un anticuerpo anti-HIS. Ninguna de las

proteinas recombinantes pudo detectarse en los sobrenadantes de cultivo.

Fase de Proliferacion

Pre-Inoculo Cultivo

- , 1500 g
~ ‘ ,
L - |
A )
P. Pastoris BMGY BMGY
(clones FGFb o 16 hs en agitacidon 48 hs en agitacion
BMP4) 28°C 28°C
Metanol 0,5%
'S c/24hs
Pellet
13000 g 4-7 dias
O agitacion
Sobrenadante N 28°C
BMMY pH 6
D.O inicial =10

Fase de Induccién

Figura 41: Esquema de produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris. En azul se
muestran las variables del protocolo de induccién que fueron modificadas en las distintas
pruebas. Figura armada con Biorender.

En el caso de los clones transformados con TEV-hFGFb, los extractos celulares
del dia 4 mostraron la presencia de una banda especifica de entre 30 y 58 KDa (figura
42). Dado que esta banda muestra un peso molecular mayor al esperado para HIS-TEV-
hFGFb (18 kDa), se considerd que podria ser alguna forma aberrante de la proteina que

no fue secretada correctamente.

87



Resultados-Capitulo 3

PM 8 8

(kba) M P SN P SN

58 —

46 _ —
30 —

23 _

e

Figura 42. Analisis de produccion de rhFGFb en levaduras transformadas. Se analizaron las
fracciones del pellet celular (P) y sobrenadante (SN) mediante western blot y se reveld con
anticuerpo anti-HIS. M: Marcador de peso molecular Colorplus Prestained Protein Standard (New
England Biolabs)

Uno de los factores que se evaluan en la puesta a punto de la expresién de
proteinas recombinantes en P. pastoris es la utilizacidon de distintas sefiales de secrecién
(Juturu y Wu, 2018). En funcion de los resultados de la primera prueba de expresion de
rhFGFb, que mostraron una posible retencion en las células de una proteina revelada
especificamente con el anticuerpo anti-HIS, disefiamos una nueva construccion
utilizando una secuencia senal distinta. Se reemplazoé la secuencia senal del factor a de
S. cereviseae del plasmido pPIC_FGFb por la secuencia sefial de la lacasa LCC3,
previamente caracterizada en el laboratorio (Campos et al., 2016), para obtener el vector
pPIC_L3FGF (Figura 43).

88



Resultados-Capitulo 3

A
SS-LCC3
M L R T R T R L G W ¥ L A L L S L L G T A W
ATG TTG CGC ACT CGC ACT CGC CTT GGG AAC GTC CTC GCC CTC CTT AGC CTT CTC GGG ACG GCA TGG
SS-LCC3 6xHIS Sec. reconocimiento TEV
& A W & L ¥ H H H H HE H E F E N L Y F 0 & P
GGEA GCA TGG GGA CTA GTA CAT CAC CAT CAC CAT CAC GRA TTC GAA AAT CTT TAT TTT CAA GGT CCT
EcoRlI
A
hFGFb
® A L PF . &
CCT GCT CTT CCA .. TCT TAA ACT AGT
Xbal
B
Bglll Sacl
/Hss-u:ca BxHIS TEV
e
o pPIC-L3FGFb
5 (8306 pb)
Ori
Bglll

Figura 43. Esquema de la fusion SS-LLC3-TEV-FGFb y vector pPIC_L3FGFb. La flecha indica
el sitio de corte de la proteasa TEV. 5’A0X1 y 3’AOX: secuencias 5" y 3'del gen AOX,
respectivamente; TT: terminador de la transcripcion SS-LCC3: secuencia sefial de la lacasa
LCC3; 6xHIS: etiqueta N-terminal de 6 histidinas; His4: gen de la histidinol deshidrogenasa de
P. pastoris para la seleccion de levaduras recombinantes; AmpR: gen de resistencia a ampicilina
para seleccién en E. coli.

El vector pPIC_L3FGF linealizado se utiliz6 para transformar la cepa GS115 y
los clones obtenidos se verificaron por PCR con los oligonucleotidos iniciadores
5A0X_Fw y 3AOX_Ruv (figura 44).
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Figura 44. Verificacion de la integracion del transgen de L3FGFb el genoma de P. pastoris. Las
muestras de PCR fueron analizadas en geles de agarosa 1%. Los numeros representan los
distintos clones de P. pastoris; M: Marcador de peso molecular 1kb Plus (Dongsheng Bio). Se
sefalan con flechas las bandas correspondientes al producto de amplificacién de la construccién
de L3FGFb (776 pb) y del gen AOX1 enddgeno (2200 pb).

A continuacioén, ensayamos distintas condiciones de cultivo que habian resultado
promisorias para otras proteinas recombinantes expresadas en P. pastoris con las que
se estaba trabajando en el laboratorio. Se evaluaron variaciones en la densidad 6ptica
inicial, la cantidad de metanol usado para la induccién, el agregado de sorbitol como
fuente de carbono adicional, el pH del medio de cultivo, la temperatura de incubacion y
el tiempo de produccién (tabla 6). Para la expresion de rhFGFb, se incorpord un clon
correspondiente a las levaduras transformadas con la construccion L3FGFb. Sin
embargo, no fue posible detectar la proteina recombinante en los sobrenadantes de

cultivo bajo ninguna de las condiciones evaluadas.

Induccién Fuente de carbono Tiempo
Proteina D.O T° pH
(c/24hs) adicional (dias)

rhFGFb 10  Metanol 5% - 28°C 6 4
rhFGFb 10  Metanol 0,5% 3% Sorbitol (dia 2) 28°C 4
rhFGFb 1 Metanol 0,5% | 3% Sorbitol (dias 1y 3) | 28°C 4
rhFGFb 10  Metanol 1% - 25°C 53 4
rhFGFb

10 = Metanol 1% - 25°C 53 4

(L3)

rhBMP4 5  Metanol 0,5% - 25°C 53 7
rhBMP4 5 Metanol 1% - 25°C | 5,3 7

Tabla 6. Variaciones ensayadas en el esquema produccion de rhFGFb y rhBMP4 en P. pastoris
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1. Expresién de rhFGFb en biorreactores vegetales

El factor de crecimiento fibroblastico basico (FGFb) es una de las citoquinas de
mayor relevancia en investigacién en células madre y terapias regenerativas, en
particular para el cultivo de células madre embrionarias humanas (hESC) (Levenstein et
al., 2006). Las plantas como biorreactores representan un sistema interesante para la
expresion de rhFGFb, ya que permitirian una produccion potencialmente rentable y
escalable, con minimos riesgos de contaminacion con patégenos animales (Buyel,
2019).

Durante la ultima década, se han explorado varios métodos de transformacion
para producir hFGFb recombinante en plantas. Entre los sistemas de transformacion
nuclear, diversos trabajos estudiaron la expresion de rhFGFb en el endosperma de
semillas como estrategias para mejorar la estabilidad de la proteina y facilitar los
procesos downstream de produccion. Ding y colaboradores expresaron un rhFGFb
biolégicamente activo en semillas de soja, obteniendo niveles de expresién de 2,3% de
la proteina soluble total (PTS) (Ding et al., 2006). En otro trabajo se logré expresar
rhFGFb en el endosperma del arroz, alcanzando niveles de acumulacion de hasta 185,7
mg/kg de grano (An et al., 2013). La proteina recombinante fue purificada utilizando una
columna de afinidad por heparina y resultd bioldgicamente activa en ensayos de
proliferacién celular y reparacién de heridas. Sin embargo, la recuperacion final de
rhFGFb se vio afectada por la insolubilidad de la proteina recombinante, recuperando un
4,5% de la proteina total expresada (An et al., 2013). Otra estrategia de optimizacion
implicé fusionar rhFGFb con oleosina, lo que permitié la expresion de un rhFGFb
funcional dentro de cuerpos grasos en semillas de Arabidopsis thaliana (Yang et al.,
2018). Con este método, se alcanzaron niveles de expresion de rhFGFb de hasta 89,9
ng de rhFGFb por microlitro de cuerpos grasos. Es importante destacar que la proteina
recombinante recuperada se encontraba fusionada a la oleosina y no se llevaron a cabo

tratamientos adicionales para obtener un rhFGFb purificado.

Considerando las ventajas potenciales de la transformacion del genoma
plastidico, nos propusimos evaluar la factibilidad de utilizar esta estrategia para expresar
rhFGFb de forma estable en Nicotiana tabacum. Un estudio reciente demostrd la
factibilidad de expresar rhFGFb en plantas de tabaco transplastémicas (Wang et al.,
2016). En dicho trabajo, se obtuvieron niveles de expresion de rhFGFb del 0,1% respecto
a las proteinas solubles totales (PTS), resultando menor a los reportes obtenidos para
la transformacion nuclear. A su vez, en el trabajo de Wang y colaboradores no se

realizaron estudios sobre la actividad bioldgica de la proteina recombinante.
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En nuestro trabajo, logramos expresar y purificar rhFGFb biolégicamente activo
a partir de hojas de plantas transplastomicas de N. tabacum. Para evaluar su
funcionalidad, realizamos un ensayo de proliferacion utilizando células HEK293T. Los
niveles de acumulacion de rhFGFb alcanzados en las lineas transplastémicas UTR-FGF
3 fueron de 0,3% PST. Dado que la purificacién es el paso mas costoso en la produccion
de proteinas recombinantes, resulta crucial desarrollar procedimientos simples y rapidos
para minimizar los costos de produccién (Oliveira y Domingues, 2018). En este trabajo
desarrollamos un protocolo basado en la utilizacién de cromatografia de afinidad por
metales inmovilizados (IMAC), utilizando columnas caseras de resina Ni-NTA. De esta
forma, evitamos el uso de equipos de cromatografia sofisticados que podrian
incrementar los costos. El protocolo de purificacion desarrollado permitid purificar la
proteina de interés a partir de hojas de plantas transplastémicas, dado que la proteina

se encuentra fusionada a una etiqueta de histidinas N-terminal.

El rhFGFb purificado mostré una actividad biolégica comparable a la del rhFGFb
comercial (Gibco FGF, PHG0026), a pesar de que la purificacion no fue exhaustiva.
Mediante este protocolo logramos recuperar aproximadamente 4,4% del rhFGFb soluble
acumulado en hojas de plantas transplastémicas. Si bien el rendimiento fue
relativamente bajo, resultd comparable al obtenido por An et al. Resulta importante
destacar que una proporcién del rhFGFb expresado permanecio en la fraccion insoluble,
afectando negativamente el rendimiento de la purificacion. La insolubilidad podria estar
relacionada con la formacion de cuerpos de inclusion, reportados en cloroplastos tanto
para proteinas endégenas como para la expresion de proteinas heterdlogas (Fernandez-
San Millan et al., 2003). Una posible optimizacion del protocolo de purificacion podria
implicar la sonicacion de la muestra, modificaciones en el pH del buffer de extraccion, el
tratamiento térmico o el uso de otras etiquetas de purificacion que puedan mejorar la

solubilidad de la proteina recombinante (Buyel et al., 2015)(Buyel et al., 2015).

La etiqueta 6xHIS es una etiqueta proteica muy utilizada para la purificacién de
proteinas recombinantes en varios sistemas de expresion (Lichty et al., 2005). Se ha
demostrado que su fusién con la proteina rhFGFb mejora la solubilidad de la proteina
recombinante (Imsoonthornruksa et al., 2015). Ademas, estudios previos realizados en
E. coli demostraron que la fusiéon de una etiqueta 6xHIS, tanto en la posicion N-terminal
o C-terminal, no tiene ningun efecto perjudicial sobre la actividad de las proteinas
(Leelavathi y Reddy, 2003; Valdez-Ortiz et al., 2005) (Lee et al., 2017). Si bien las
etiquetas de poli-histidinas se han utilizado para la purificacion de proteinas producidas

en biorreactores vegetales (Leelavathi y Reddy, 2003; Valdez-Ortiz et al., 2005), existe
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una limitacion en su empleo que radica en la posible interferencia con proteinas

vegetales enddgenas (Coates et al., 2022).

Nuestros resultados mostraron que una fraccién de rhFGFb recombinante fue
procesada produciéndose la eliminacion de la etiqueta 6xHIS. Teniendo en cuenta este
procesamiento y las limitaciones del uso de etiquetas de histidinas en plantas,
consideramos que el cambio de la etiqueta N-terminal podria mejorar la purificacion y el
método de deteccion de la proteina recombinante. Una posible alternativa seria la
utilizacion de la etiqueta proteica Cysta-tag, disefiada por Sainsbury y colaboradores
(Sainsbury et al. 2016). Esta etiqueta permite facilitar la purificacion de proteinas
recombinantes producidas en plantas utilizando la técnica IMAC y podria ser una
alternativa para mejorar el rendimiento de purificacion de rhFGFb en plantas
transplastémicas. Asimismo, para obtener un rhFGFb en condiciones adecuadas para
Su uso en laboratorios, se debera adicionar al protocolo un paso de tratamiento con una
enteroquinasa que reconozca la secuencia correspondiente para eliminar la etiqueta
6xHIS.

Si bien los niveles de acumulacion de rhFGFb fueron suficientes tanto para su
purificacidon como para los ensayos de actividad bioldgica, no resultaron comparables
con los niveles de acumulacion notablemente altos obtenidos para ciertas proteinas
recombinantes expresadas previamente en el laboratorio (Lentz et al., 2010; Segretin et
al., 2012). Hasta el momento, no ha sido posible anticipar qué proteinas recombinantes
se acumularan exitosamente en plantas transplastémicas. Sin embargo, se ha
demostrado que el entorno reductor del estroma del cloroplasto afecta negativamente la
estabilidad de proteinas recombinantes que requieren de la formacion de puentes
disulfuro para su correcto plegamiento como se demuestra en el caso del factor de
crecimiento epidérmico humano (hEGF) recombinante (Wirth et al., 2006). Por otro lado,
un estudio previo demostré que el redireccionamiento de la proteina hEGF al lumen del
tilacoides resulta en una mayor acumulacién de la proteina recombinante (Morgenfeld et
al., 2020). La presencia de puentes disulfuro en hFGFb (Mdller et al., 2015) podria
explicar, al menos parcialmente, los bajos niveles de acumulacion alcanzados. Seria
interesante evaluar el redireccionamiento de la proteina recombinante al lumen de
tilacoides y verificar si esta es una estrategia efectiva para aumentar los niveles de

acumulaciéon de hFGFb.

Asimismo, los bajos niveles de rhFGFb obtenidos podrian estar relacionados con
un efecto toxico de rhFGFb en la fisiologia del cloroplasto. Esta hipétesis estaria

sustentada en la observacién de fenotipos anormales en las lineas UTR-FGF, que
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incluyeron una marcada clorosis y retraso en el crecimiento. Existen reportes en
bibliografia que relacionan fenotipos anormales de plantas transplastémicas con
heteroplastia o rearreglos genéticos (Ahlert et al., 2003; Rogalski et al., 2008). Sin
embargo, el analisis de Southern blot y el ensayo de segregacién del transgen sugieren
que las lineas han alcanzado el estado de homoplastia. Asimismo, segun lo observado
en el Southern blot, no hay evidencias de posibles rearreglos genéticos. En conjunto,
estas observaciones sugieren que la proteina recombinante hFGFb puede tener un
efecto toxico en la fisiologia del cloroplasto con un posible impacto negativo en la

fotosintesis.

El analisis de la eficiencia fotosintética de las lineas UTR-FGF mediante la
técnica de PAM (pulse amplitud modulation) demostré que estas plantas presentan un
severo impedimento en su capacidad para realizar reacciones fotoquimicas, como lo
demuestran la reduccion en el rendimiento cuantico maximo del PSIl (F./Fm) y en la
eficiencia del PSII (¢PSlI). Por otro lado, el aumento del ¢NPQ indica que estas plantas
poseen mayores tasas de disipacion de energia por calor, consistentes con posibles
alteraciones en el ensamblado del PSII. Al analizar el fenotipo de clorosis en distintas
condiciones luminicas, observamos que la disminuciéon de la intensidad luminica no

revierte el fenotipo clorético en las lineas transplastomicas UTR-FGF.

Estudios previos del laboratorio mostraron una reversion del fenotipo de clorosis
en plantas transplastomicas que expresan la proteina VHH en el lumen del tilacoides
(Lentz et al., 2012). A su vez, en dicho estudio corroboraron que la acumulacién de la
proteina recombinante era mayor en plantas crecidas en sombra. El fenotipo observado
podria entonces relacionarse con un efecto toxico de la proteina recombinante. A
mayores intensidades luminicas aumenta el metabolismo plastidico y la tasa de
transcripcién (Staub y Maliga, 1993), lo cual podria llevar a una acumulacién de la
proteina VHH en el estroma por saturacién de los mecanismos de traslocacion al

tilacoide.

Al analizar el fenotipo de clorosis en distintas condiciones luminicas para las
lineas UTR-FGF no observamos reversion del fenotipo. Esto indicaria que el efecto
téxico de la proteina recombinante rhFGFb no estaria influenciado por las condiciones
luminicas. Si existiera un fendmeno de fotoinhibicion en las lineas UTR-FGF crecidas en
condiciones de luz normales, esperariamos que el mismo se vea reducido al bajar la
intensidad de luz resultando en un fenotipo menos marcado. Dado que el fenotipo

clorético de las lineas UTR-FGF no fue revertido en condiciones de baja luz, inferimos
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que el detrimento en la fotosintesis observado en las plantas UTR-FGF crecidas en

condiciones normales de luz no estaria asociado a efectos fotoinhibitorios.

En el estudio realizado por Ahmad et al, se observé reversion del fenotipo de
clorosis y retraso del crecimiento cuando las plantas transplastémicas que expresaban
Cr-PTOX (plastid terminal oxidase 1) eran sometidas a menores intensidades de luz
(Ahmad et al., 2012b). El analisis de desempefio fotosintético en estas plantas mostraba
una disminucion en la eficiencia fotosintética maxima (F./F») en comparacion con las
plantas silvestres. Estas observaciones sugirieron que la luz causaba un dafio en el PSlI,
asociado a un efecto fotoinhibitorio. Si bien las lineas UTR-FGF presentaron una
disminucion en su eficiencia fotosintética, el hecho de que su fenotipo clorético no se
viera revertido al disminuir la luz indicaria que los efectos pleiotropicos en estas lineas
no estarian asociados a fotoinhibicion. Esto sugiere una posible interferencia de rhFGFb

en el desarrollo de los cloroplastos.

Existe evidencia de que hFGFb se une a moléculas de fosfatidil-inositol-bifosfato
(PIP2) ubicadas en la membrana plasmatica de las células animales (La Venuta et al.,
2016). La membrana tilacoide esta formada principalmente por los galactolipidos
monogalactosil-diacil-glicerol (MGDG) y digalactosil-diacil-glicerol (DGDG). A su vez, un
10% de esta membrana corresponde a posee un unico fosfolipido de carga negativa, el
fosfatidil-glicerol (PG) (Messant et al., 2021). Este fosfolipido se distribuye de forma
uniforme entre las granas y las lamelas de la membrana tilacoide (Duchéne y
Siegenthaler, 2000). Teniendo en cuenta la homologia estructural entre el PIP2 y PG
(composicién lipidica y carga), hipotetizamos que rhFGFb podria unirse a PG en la
membrana tilacoide y causar un impacto en el ensamblado de los LHCs. El analisis de
mutantes deficientes en lipidos reveld un papel importante de la PG en la fotosintesis y
la biogénesis de la membrana tilacoide (Kobayashi, 2016), respaldando nuestra
hipotesis. Para analizar la integridad de la membrana tilacoides e investigar potenciales
efectos de rhFGFb a nivel del desarrollo plastidico se planea realizar ensayos de

microscopia electrénica en las lineas UTR-FGF.

Por otro lado, se estudié la expresion de hFGFb en una plataforma de expresion
transitoria basada en agroinfiltracion en N. benthamiana, sistema muy atractivo para la
produccion de proteinas recombinantes. Los tiempos cortos asociados a este sistema
permiten realizar una evaluacion rapida de la expresién de distintas proteinas
recombinantes, facilitando distintos estudios sobre la expresion, estabilidad y
acumulacion de una dada proteina recombinante (Beritza et al., 2024). En particular

representa una manera rapida de direccionar la proteina de interés a diferentes destinos
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subcelulares para estudiar su acumulacion. La eleccién del compartimento subcelular
puede afectar la estabilidad, los niveles de acumulacion y la posterior purificacién de una
proteina (Tschofen et al., 2016), y dependera de las caracteristicas estructurales y

bioquimicas de cada proteina recombinante que se desee producir.

En nuestro trabajo generamos un sistema de clonado modular basado en el
método de Golden Gate Assembly para el clonado de proteinas recombinantes
fusionadas a distintas sefiales de localizacion subcelular (Engler y Marillonnet, 2013). El
sistema permite direccionar proteinas recombinantes a los siguientes compartimentos
subcelulares: citoplasma, apoplasto, reticulo endoplasmatico y vacuola. Este sistema
nos permitid6 analizar la acumulacion del rhFGFb en distintos compartimentos
subcelulares para asi determinar la localizacion subcelular ideal para esta proteina

recombinante.

Si bien el direccionamiento al apoplasto facilita la purificacion de la proteina
recombinante, se debe tener en cuenta que la existencia de proteasas en el medio
extracelular puede afectar la estabilidad de la proteina recombinante (Benchabane et al.,
2008). Una posible estrategia para evitar la protedlisis es la retencion de la proteina en
el reticulo endoplasmatico a través de la adicién de una sefal H/KDEL. Esto es posible
para las proteinas que no requieran de modificaciones posteriores propias del pasaje a
través del trans-golgi. Estudios previos mostraron que la retencién en reticulo de un
anticuerpo monoclonal contribuye a aumentar su estabilidad cuando se expresa en
semillas (Petruccelli et al., 2006). Por otro lado, se demostré que la acumulaciéon de
ciertas proteinas recombinantes aumenta al ser direccionadas a la vacuola central, en

comparacion con el citoplasma y el apoplasto (Ocampo et al., 2016).

Nuestros resultados preliminares demostraron que los compartimentos que
permiten alcanzar mayores niveles de acumulacion de rhFGFb son el reticulo
endoplasmatico y la vacuola. El entorno del reticulo endoplasmatico podria contribuir a
la estabilidad de la proteina recombinante gracias a que favorece la formaciéon de
puentes disulfuro. Sin embargo, debido a que los niveles de expresion de rhFGFb fueron
mas bajos de los esperados para este sistema, no fue posible determinar de forma

fehaciente cual compartimento subcelular es el 6ptimo.

Al comparar este sistema con la transformacion del genoma plastidico,
observamos que la acumulacion de rhFGFb resultd menor (comparada por peso fresco)
respecto a las plantas transplastémicas. Entre las posibles causas que expliquen los

bajos niveles de acumulacion de rhFGFb observados durante la expresion transitoria en
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N. benthamiana, proponemos la presencia de sitios de poliadenilacion alternativos,
identificados durante un andlisis in silico realizado en el marco de esta Tesis. La
presencia de estas sefiales podria estar interfiriendo en el correcto procesamiento del
mRNA in vivo. Si bien esta hipétesis aun no ha sido contrastada experimentalmente,
consideramos que la utilizacién de una secuencia optimizada Unicamente para la
expresion en N. benthamiana podria resultar en un aumento de los niveles de expresion
de rhFGFb.

2. Expresion de factores de crecimiento recombinantes en Pichia pastoris

La optimizacién de la produccion de proteinas recombinantes humanas no es
trivial, y el sistema de expresion en P. pastoris no es la excepcion. Diversos factores
pueden influir y ser cruciales en el rendimiento de la expresion; desde el disefio de las
construcciones genéticas para lograr inserciones multiples, la eleccidn del promotor y
secuencias de secrecion y la optimizacion del uso de codones, hasta las cepas usadas
y los esquemas de induccion, fuentes de carbono y condiciones de cultivo, tanto en
escala de laboratorio como en biorreactores (Juturu y Wu, 2018). Aun asi, los niveles
de expresion pueden ser muy bajos e incompatibles con su produccién comercial. En
este trabajo, se propuso ensayar la expresion de hFGFb y hBMP4 en P. pastoris a fin de
contar rapidamente con una fuente de factores de crecimiento recombinantes para suplir
a los laboratorios de investigacién locales, a la vez que se desarrollaba su produccion

en los biorreactores vegetales.

La levadura P. pastoris ha sido utilizada para la produccién de proteinas
recombinantes humanas, incluyendo interleuquinas, hormonas, interferon y factores de
crecimiento, entre otras (Karbalaei et al., 2020). Tanto hFGFb como hBMP4 fueron
expresados previamente en P. pastoris con rendimientos de 150 mg rhFGFb/L cultivo
(Mu et al., 2008) y 48 mg rhBMP4/L cultivo (Huang et al., 2014). A diferencia de lo
realizado en esta Tesis, en estos trabajos los autores seleccionaron los mejores clones
productores a partir de un mayor numero de transformantes (por ej. Huang y col analizan
96 clones) y determinaron la expresion de las proteinas recombinantes utilizando la
técnica de ELISA, que tiene una sensibilidad muy superior a la deteccion con anti-HIS
por western blot. Esta pre-seleccidén de los mejores clones, permitio en ambos trabajos
la optimizacion de los parametros de produccion (pH del medio, tiempo de cultivo,
concentracion de metanol, temperatura de cultivo) y la purificacion y concentracion de

las proteinas recombinantes a partir de una mayor escala que en esta Tesis. Por
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ejemplo, el maximo valor alcanzado para rhFGF (150mg/L, Mu y col., 2008) se logré en

una muestra purificada y concentrada obtenida a partir de 2 L de cultivo.

Por ultimo, un factor a considerar es la sub-optimizacion en el uso de codones
de las secuencias codificantes utilizadas en esta Tesis. Para hFGFb se realizé una
optimizacion hibrida entre el uso de codones en P. pastoris y en cloroplastos de tabaco,
mientras que para hBMP4, si bien la optimizacion fue realizada sdlo para P. pastoris,
ésta difiere de la realizada por Huang y colaboradores para la misma proteina. Estos
factores, ademas de otros posibles como el procesado incorrecto de la secuencia senal
o la protedlisis de la etiqueta de histidinas, podrian ser determinantes de una baja
expresion y/o deteccion de las proteinas recombinantes. Aunque el ensayo de nuevas
estrategias para la expresién de rhFGFb y rhBMP4 en P. pastoris supera los objetivos
iniciales de esta Tesis de obtener una fuente rapida y econémica de estos factores de
crecimiento, los resultados obtenidos constituyen un importante antecedente para

futuros trabajos del laboratorio en la mejora y optimizacion del sistema.
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Conclusion general

En el presente trabajo evaluamos tres sistemas alternativos para la produccion
de rhFGFb. Contrario a lo esperado, el sistema de P. pastoris no resulté eficiente para
la expresién de esta proteina recombinante. En el caso de los biorreactores vegetales,
pudimos producir rhFGFb tanto mediante expresion transitoria en N. benthamiana como

por transformacion del genoma plastidico en N. tabacum.

De los sistemas estudiados, la expresion en plantas transplastomicas resulté ser
el mas prometedor para producir rhFGFb biolégicamente activo y en condiciones
adecuadas para su utilizacion en cultivos de células madre. A pesar de los fenotipos
observados, las plantas transplastémicas expresaron un rhFGFb que pudo ser
purificado, obteniéndose cantidades adecuadas y con calidad suficiente para proceder
alos ensayos de actividad bioldgica. Durante este trabajo también detectamos instancias
que podran ser optimizadas para mejorar la produccion de rhFGFb en plantas
transplastomicas. A su vez, las lineas UTR-FGF servirdn como herramienta para el
estudio de los mecanismos subyacentes a los efectos pleiotropicos que se encuentran

ocasionalmente asociados a la transformacion del genoma plastidico.
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Materiales y Métodos

1. Cepas bacterianas

1.1. Escherichia coli
1.1.1. Condiciones de cultivo

Se utilizaron las cepas DH10B o ccdB Survival™ (Invitrogen) de E. coli. Para los
cultivos liquidos se utilizé el medio de cultivo LB (peptona de caseina 10 g/L, extracto de
levadura 5 g/L y NaCl 5 g/L) y se incubd a 37°C con agitacion (220 r.p.m). Los cultivos
sélidos se crecieron en medio LB-Agar (1,5%) en placas de petri y se incubaron a 37°C.
El medio se suplemento con antibidticos segun la resistencia otorgada por cada plasmido

y en las siguientes concentraciones: ampicilina 100 mg/L, kanamicina 50 mg/L.

1.1.2. Preparacion de células electro-competentes de E. coli

Se inoculé una colonia aislada de E. coli en 10 mL de medio LB liquido y se
incubo a 37°C con agitacion durante toda la noche. A continuacion, se diluyé el cultivo
en 1 L de medio LB fresco en una relacion 1:100, y se incubé en agitacién a 37°C hasta
alcanzar una D.Oeno de 0,6. Los cultivos se mantuvieron en hielo durante 15 minutos y
luego se centrifugaron 15 minutos a 4.000 g a 4°C. Se descarto el sobrenadante y
resuspendié el precipitado con agitacion suave, en 1L de agua fria estéril. A
continuacion, se centrifugd 15 minutos a 4.000 g (4°C) y el precipitado se resuspendio
suavemente en 500 mL de agua fria estéril. Tras una nueva centrifugacion durante 15
min a 4.000 g (4°C), el precipitado se resuspendiéo en 20 mL de glicerol 10% frio.
Finalmente, luego de otra centrifugacion durante 15 minutos a 4.000 g (4°C), se
resuspendi6 el precipitado en 2-3 mL de glicerol 10% frio estéril y se dispensé en tubos

eppendorf que se conservaron a -70°C hasta su utilizacion.

1.1.3. Transformacioén de células electrocompetentes de E. coli

Se mezclaron 50 pyL de bacterias electrocompetentes con 0,5-1 yL de ADN
plasmidico en cubetas de electroporacién de 2 mm de espesor (Molecular Bioproducts)
previamente enfriadas. Se le dio un pulso de 2,5kV utilizando el programa Ec2 del
equipo electroporador “Micropulser” (BioRad), y se agregé 1 mL de medio LB liquido. La
suspension bacteriana se incubd durante 1 hora a 37°C en agitacion y luego se
sembraron 125 L del cultivo bacteriano en placas con LB-Agar adicionada con el

antibiotico correspondiente.

102



Materiales y Métodos

1.2. Agrobacterium tumefaciens
1.2.1. Condiciones de cultivo.

Se utilizé la cepa de A. tumefaciens GV3101, la cual posee resistencia a
gentamicina otorgada por el plasmido pTiC58 y resistencia genémica a rifampicina. Los
cultivos liquidos se incubaron en medio LB a 28°C en agitacion (200 r.p.m) y los cultivos
sélidos en medio LB-Agar a 28°C. Los medios se suplementaron con los antibiéticos
rifampicina, gentamicina y el correspondiente segun el vector de transformacion

utilizado.

1.2.2. Preparacion de células electrocompetentes de A. tumefaciens

Una colonia aislada de A. tumefaciens se inocul6 en 5 mL de medio LB
suplementado con rifampicina (0,1 mg/mL) y gentamicina (0,05 mg/mL). Se inocularon
varias alicuotas separadas para llegar a un volumen final de 30-50 mL de cultivo. Los
cultivos se crecieron durante toda la noche a 28°C. A continuacion, se juntaron los
cultivos en dos tubos falcon estériles. Los cultivos se centrifugaron durante 15 min a
4000 g (4°C) y se descartd el sobrenadante. Los precipitados de cada alicuota se
resuspendieron suavemente en 20 mL de agua estéril fria. Se volvié a centrifugar bajo
similares condiciones y los precipitados se resuspendieron en 10 mL de agua estéril fria.
Se juntaron ambas suspensiones y se realizd otra centrifugacion bajo las mismas
condiciones. El precipitado se resuspendiéo en 2 mL de glicerol 10 % estéril frio. A
continuacion, se realizé una ultima centrifugacion con idénticas caracteristicas a las
anteriores y el precipitado final se resuspendié en 1 mL de gliceron 10% frio. Las

bacterias asi preparadas se separaron en alicuotas y se conservaron a -70°C.

1.2.3. Transformacion de células competentes de A. tumefaciens.

Las bacterias electrocompetentes de A. tumefaciens se por electroporacién. Se
mezclaron 50yl de bacterias electrocompetentes con 0,5-1 yL de ADN plasmidico en
cubetas de electroporacion de 2mm de espesor (Molecular Bioproducts) previamente
enfriadas. Se le dio un pulso de 2,2kV utilizando el programa Agr del equipo
electroporador “Micropulser’ (Biorad), y se agregé 1 mL de medio LB liquido. La
suspension bacteriana se incubd 90 minutos a 28°C en agitacion (220 r.p.m) y luego se
sembraron 125 uL del cultivo bacteriano en placas con LB-Agar adicionada con
rifampicina (0,1mg/mL), gentamicina (0,05mg/mL) y el antibiético correspondiente segun

el plasmido utilizado en la transformacion.
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2. Lineas de plantas

Se utilizaron plantas de N. tabacum del cultivar Petit Havana para la
transformacion de cloroplastos por biobalistica. Para los ensayos de expresion
transitoria se utilizaron plantas de N. benthamiana. Las plantas se crecieron en
invernadero cerrado con un fotoperiodo controlado de 14/10 horas de luz/oscuridad y a

una temperatura de 25-30°C.

3. Plasmidos

e pZero-2 (Invitrogen Life Technologies): Vector de clonado para productos de
amplificacion por PCR.

e pPICNHIS: Vector de expresion en P. pastoris derivado del vector comercial
pPIC9 (Invitrogen Life Technologies), al que se le agregé una secuencia
codificante de un tracto de 6 histidinas rio abajo de la secuencia de la sefial
secrecion del factor a de S. cereviceae.

e PIC9KNHIS: Vector de expresion en P. pastoris derivado del vector comercial
pPIC9 9K (Invitrogen Life Technologies), al que se le agregd una secuencia
codificante de un tracto de 6 histidinas rio abajo de la secuencia de la sefial
secrecion del factor a de S. cereviceae. Este vector contiene un gen de
resistencia a kanamicina para la seleccién de clones con multiples copias del
casette de expresion.

e pUTR: Vector de transformacion de cloroplastos desarrollado previamente en el
laboratorio (Segretin et al., 2012; Wirth et al., 2006). El vector contiene dos
secuencias de homologia con el genoma pastidico que permiten la integracién
de los transgenes por recombinacion homoéloga. Ademas, posee un gen de
resistencia a espectinomicina. Como elementos regulatorios de la transcripcion
posee promotores Prnn y terminadores de la transcripcion correspondientes al
gen rps16. A su vez, rio arriba del gen de interés posee una secuencia regulatoria
5'UTR obtenida del gen PsbA.

e pUTR-FGFb: Vector de transformacion de cloroplastos que contiene la secuencia
codificante sintética del transgen 6xHIS-TEV-FGFb.

e pUTR-CCDB: Vector de transformacion de cloroplastos pUTR conteniendo una
version truncada del gen que codifica para la toxina ccdB flanqueada por sitios
de restricciéon Bsal. Esta secuencia fue clonada en nuestro laboratorio por el Dr.
Federico G. Mirkin.
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e pEAQ-HT-GFP: Vector binario optimizado para la expresion transitoria de
proteinas en N. benthamiana, desarrollado por Sainsbury (Sainsbury et al.,
2009). El vector contiene el gen de GFP y el gen de supresion de silenciamiento
viral P19, ambos regulados por un promotor transcripcional 35S (derivado del
virus del mosaico del coliflor). Estas secuencias se encuentran flanqueadas por
el borde derecho e izquierdo del T-DNA. Como agente selector contiene un gen
que confiere resistencia a kanamicina (NPTII).

e pEAQ-Golden: Vector adaptado a partir del pEAQ-HT-GFP a través de la adicion
de sitios de reconocimiento de la enzima Bsal que permiten el clonado por
Golden Gate Assembly. Este vector a su vez posee mutaciones sinénimas en el
gen P19 para eliminar sitios preexistentes de la enzima Bsal.

e pBIN-P19

e pHap12: Vector derivado del plasmido pUC18, conteniendo la secuencia que
codifica el precursor de la proteina osmotina AP24 de tabaco. Este vector fue
amablemente cedido a nuestro laboratorio por el Dr. Lazaro Hernandez (CIGB,
Cuba).

e pUCGFPINKEGF: Vector pUC18 conteniendo la secuencia de la proteina GFP
fusionada a la proteina EGF. La secuencia nucleotidica de GFP no contiene sitios
de Bsal.

4. Secuencias

4.1 Proteinas expresadas

e rhFGFb: Secuencia nucleotidica y aminoacidica del transgen rhFGFb obtenido
mediante sintesis. Se muestran: los sitios de restriccion de las enzimas Ndel,
EcoRi y Xbal (gris), la secuencia de 6xHIS N-terminal (subrayado), sitio de
reconocimiento de la peptidasa de la sefal TEV (negrita) y la secuencia
codificante de rhFGFb (amarillo).

CATATGCATCATCATCATCATCATGAATTCGAAAATCTTTATTTTCAAGGTCCTGCTCTTCCAG
AAGATGGAGGTTCTGGTGCTTTCCCTCCTGGACATTTCAAGGATCCTAAGAGACTTTATTGCAA
GAATGGAGGTTTCTTTTTGAGAATCCATCCTGATGGTAGGGTTGATGGAGTTAGAGAAAAATCT
GATCCTCATATTAAGCTTCAGCTTCAGGCTGAGGAGAGGGGTGTTGTTTCAATTAAGGGTGTTT
GTGCAAACAGATATCTTGCTATGAAGGAAGATGGTAGGCTTTTGGCATCTAAGTGTGTTACTGA
TGAATGTTTTTTCTTTGAAAGGCTTGAGTCTAACAATTATAACACTTATAGATCAAGAAAGTAT
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ACTTCATGGTATGTTGCACTTAAAAGAACTGGACAGTATAAGCTTGGTTCTAAGACTGGTCCTG
GACAGAAAGCTATTCTTTTTCTTCCAATGTCTGCAAAGTCTTAATCTAGA

MHHHHHHEFENLYFQGPALPEDGGSGAFPPGHFKDPKRLYCKNGGEFLRIHPDGRVDGVREKSD
PHIKLOLOAEERGVVSIKGVCANRYLAMKEDGRLLASKCVTIDECFFFERLESNNYNTYRSRKYT
SWYVALKRTGOQYKLGSKTGPGOKAILFLPMSAKS

e rhBMP4: Secuencia nucleotidica y aminoacidica del transgen rhBMP4 obtenido
mediante sintesis. Se muestran: los sitios de restriccion de las enzimas EcoRl y
Spel (gris), el sitio de reconocimiento de la peptidasa de la sefial TEV (negrita) y

la secuencia codificante de hrBMP4 (amarillo).

GAATTCGAAAACTTGTACTTTCAATCTCCAAAGCATCACTCTCAAAGAGCTAGAAAGAAAAACA
AAAACTGTAGAAGACATTCTTTGTATGTTGATTTCTCTGATGTTGGTTGGAATGATTGGATTGT
TGCTCCACCTGGTTACCAAGCTTTTTATTGTCACGGAGATTGTCCATTCCCTTTGGCTGATCAT
TTGAACTCTACTAATCACGCTATCGTTCAAACTTTGGTTAACTCTGTTAATTCTTCTATTCCAA
AGGCTTGTTGTGTTCCTACTGAATTGTCTGCTATTTCTATGTTGTACTTGGATGAGTACGATAA
GGTTGTTTTGAAAAACTACCAAGAAATGGTTGTTGAGGGTTGTGGTTGTAGATAAACTAGT

MEFENLYFQSPKHHSQRARKKNKNCRRHSLYVDFSDVGWNDWIVAPPGYQAFYCHGDCPFPLAD
HLNSTNHAIVQTLVNSVNSSIPKACCVPTELSAISMLYLDEYDKVVLKNYQEMVVEGCG
CR

e GFP: Secuencia de nucleotidica y aminoacidica de la proteina fluorescente GFP
obtenida por amplificacién por PCR a partir del vector pUCGFPINkEGF. Esta
secuencia de GFP no posee sitios internos de reconocimiento de Bsal. Se
amplifico utilizando los primers que poseen los sitios de restriccion Bsal para el
clonado por Golden Gate Assembly. Se muestran los sitios de reconocimiento de

la enzima Bsal (gris) y la secuencia codificante GFP (amarillo).

ATTGGTCTCTTGCTATGACTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGT
TGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCA
ACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAA
CACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAACG
GCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAG
GATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAA
TCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAA
CTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTC
AAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTC
CAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTC
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GAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATT
ACACATGGCATGGATGAACTATACAAATAATCTATGAGACCTTT

MTSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKESVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTT
FSYGVQCEFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKG
IDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQONTPIGDG
PVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYK

e mKOKk: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la proteina fluorescente
naranja mKO obtenida por amplificacion por PCR utilizando primers que
incorporan los sitios de reconocimiento de la enzima Bsal (gris). En amarillo se

muestra la secuencia codificante de la proteina.

AAGGTCTCTTGCTATGGTTTCCGTGATAAAACCGGAGATGAAGATGCGATATTACATGGATGGA
AGCGTTAATGGACATGAATTTACAATTGAAGGAGAGGGTACTGGTCGTCCCTATGAAGGCCACC
AGGAGATGACATTGCGAGTTACTATGGCAGAGGGTGGGCCTATGCCTTTTGCATTCGACCTTGT
CTCCCATGTGTTCTGTTATGGACACAGGGTTTTCACAAAATATCCTGAGGAGATCCCGGATTAT
TTCAAGCAGGCATTCCCCGAAGGCCTGAGTTGGGAGAGATCATTAGAGTTTGAGGACGGGGGAT
CAGCCTCAGTGTCTGCTCATATTAGTTTACGTGGGAACACTTTTTACCACAAGAGTAAATTCAC
AGGCGTCAACTTCCCTGCAGACGGCCCGATTATGCAGAATCAGTCTGTTGACTGGGAACCCTCA
ACGGAAAAAATCACTGCATCTGACGGTGTGCTGAAGGGGGATGTCACCATGTATTTAAAGCTGG
AGGGCGGAGGCAACCATAAATGTCAGTTTAAGACAACTTACAAGGCCGCTAAAGAGATACTGGA
GATGCCCGGAGATCATTATATCGGACATCGATTGGTGAGAAAAACCGAGGGTAATATTACAGAG
CAAGTCGAAGACGCAGTTGCCCATTCTTAATCTATGAGACCTT

MVSVIKPEMKMRYYMDGSVNGHEFTIEGEGTGRPYEGHQEMTLRVTMAEGGPMPFAFDLVSHVE
CYGHRVEFTKYPEEIPDYFKQAFPEGLSWERSLEFEDGGSASVSAHISLRGNTEFYHKSKEFTGVNE
PADGPIMONQSVDWEPSTEKITASDGVLKGDVTMY LKLEGGGNHKCQFKTTYKAAKEILEMPGD
HYIGHRLVRKTEGNITEQVEDAVAHS

4.2. Senales de direccionamiento subcelular

e Péptido senal: Secuencia nucleotidica del péptido sefial de la proteina osmotina
AP24. La secuencia se obtuvo por amplificacion por PCR con primers especificos
que introducen los sitios Bsa | (gris). La secuencia codificante del péptido sefial

se muestra en amairillo.

AAAGGTCTCATATGGGCAACTTGAGATCTTCTTTTGTTTTCTTCCTCCTTGCCTTGGTGACTTA
TACTTATGCTAGAGACCAAC
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e Senal vacuolar: Secuencia nucleotidica de la sefal vacuolar C-terminal del gen
de la Quitinasa A de tabaco, obtenida por overlapping PCR con primers
especificos que introducen los sitios Bsal (gris). En amarillo se marca la

secuencia codificante de la sefal vacuolar.

AAAGGTCTCAGGACTTTTAGTCGATACTATGTAATCTATGAGACCTTT

5.3 Secuencias para la adaptacion del vector pEAQ-Golden

e Polilinker ccdb-gg: Secuencia que posee los sitios de reconocimiento Bsa | que
permite el clonado de secuencias por Golden Gate Assembly. La secuencia se
amplificé por PCR introduciendo los sitios para el clonado Ndel y Xbal (gris). Los

sitios Bsa | se marcan en verde.

AAACATATGTGAGACCGTCGACCTGTGTATAAGGGAGCCTGACATTTATATTCCCCAGAACATC
AGGTTAATGGCGTTTTTGATGTCATTTTCGCGGTGGCTGAGATCAGCCACTTCTTCCCCGATAA
CGGATACCGGCACACTGGCCATATCGGTGGTCATCATGCGCCAGCTTTCATCCCCGATATGCAC
CACCGGGTAAAGTTCACGGGAGACTTTATCTGACAGCAGACGTGCACTGGCCAGGGGGATCACC
ATCCGTCGCCCAGGCGTGTCAATAATATCACTCTGTACATCCACAAACAGACGATAACGGCTCT
CTCTTTTATAGGTGTAAACCTTAAACTGCATTTCACCAGTCCCTGTTCTCGTCAGCAAAAGTTT
AGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCA
TTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCGATCAACGTCTCATTTTCGCCAAAAGTTGGCCC
AGGGCTTCCCGGTATCAACAGGGACACCAGGATTTATTTATTCTGCGAAGTGATCTTCCGTCAC
AGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGAGAATTGGTCTCAT
CTAGATT

e Secuencia P19*: Secuencia obtenida por sintesis correspondiente a un
fragmento del gen de supresion del silenciamiento P19 con mutaciones
sinénimas en los sitios de reconocimiento de Bsal. En minuscula y negrita se

muestran los aminoacidos que han sido mutados.

AAGCTTCACTGCACAGAGTCCTTGGATCTTGGACGGGAGATTCGGTTAACTATGCAGCATCTCG
ATTTTTCGGTTTCGACCAGATCGGATGTACCTATAGTATTCGGTTTCGAGGAGTTAGTATCACC
GTTTCTGGAGGaTCTCGAACTCTTCAGCATCTCTGTGAGATGGCAATTCGGTCTAAGCAAGAAC
TGCTACAGCTTGCCCCAATCGAAGTGGAAAGTAATGTATCAAGAGGATGCCCTGAAGGTACTGA
aACCTTCGAAAAAGAAAGCGAGTAAGGGGAGCTC
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5. Oligonucleétidos iniciadores

Oligonucleétid
o iniciador
FGFb Fw

FGFb Rv

5A0X1_Fw

3’AOX1_Rv

Cloro Fw

Cloro Rv

aadA nb Fw
aadA nb Rv

CCDB5 NDE
GG
CCDB3 XBA GG

AP24SS Fw

AP24SS Rv

FGF GG Fw

FGF GG Rv
FGF RE Rv
VS 48 Fw
VS 48 Rv

GFPCit Fw

GFP GG Fw

GFP GG Rv

Secuencia 5'--3'

TTTCAAGGTCCTGCTCTTCC

AGACTTTGCAGACATTGGAAG

GACTGGTTCCAATTGACAAGC

GCAAATGGCATTCTGACATCC

GTATCTGGGGAATAAGCATCGG

CGATGACGCCAACTACCTCTG

TTAAACATCATGGGGGAAGCG
GCGAGTTCCATAGCGTTAAGGT
AAACATATGTGAGACCGTCGACCTGTG

AATCTAGATGAGACCAATTCTCGACTAAG

AAAGGTCTCATATGGGCAACTTGAGAT

GTTGGTCTCTAGCATAAGTATAAGTCACC

TATGGTCTCTTGCTCATCATCATCATCATCA
TGAA

GAAGGTCTCATAGATTAAGACTTTGCAGACA
TTG
CTTGGTCTCTAGACTTTGCAGACATTG

AAAGGTCTCAGGACTTTTAGTCGATACT
AAAGGTCTCATAGATTACATAGTATCGACTA
AAAGTCC
ATGGTCTCTTATGACTAGCAAAGGAGAAGAA
CT
ATTGGTCTCTTGCTACTAGCAAAGGAGAAG

AGAGGTCTCATAGATTATTTGTATAGTTCAT
CCATG

Materiales y Métodos

Uso

Secuenciacién y
chequeo de clonados
FGFb

Secuenciacién y
chequeo de clonados
FGFb

Chequeo de integracién
de plasmido en P.
Pastoris

Chequeo de integracion
de plasmido en P.
Pastoris

Chequeo
transplastémicas UTR-
FGF

Chequeo
transplastémicas UTR-
FGF

Sintesis sonda aadA

Sintesis sonda aadA
Clonado polylinker ccdb-

g9
Clonado polylinker ccdb-

g9

Clonado péptido senal
AP24 en vector pEAQ-
Golden

Clonado péptido senal
AP24

Clonado FGF para
fusion 5’ a péptido senal
AP24.

Clonado FGF en vector
pEAQ-Golden

Clonado FGEF reticular
en vector pEAQ-Golden
Sintesis de senal
vacuolar

Sintesis de sefal
vacuolar

Clonado GFP
citoplasmatico en vector
pEAQ-Golden

Clonado GFP para
fusion 5’ a péptido senal
AP24.

Clonado GFP en vector
pEAQ-Golden
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GFP RE Rv TTAGGTCTCATAGATTAGAGTTCGTCCTTTT Clonado GFP reticular
TGTATAGTT en vector pEAQ-Golden
GFP VAC Rv AAAGGTCTCATTTGTATAGTTCATCCATGCC | Clonado GFP vacuolar
en vector pEAQ-Golden
VS GFP Fw AAAGGTCTCACAAAGGACTTTTAGTCGATAC @ Sintesis sefnal vacuolar
TATGTAA para fusiéon con GFP
GFP Sec Fw GAGAAGAACTTTTCACTGG Secuenciacion vectores
con GFP
GFP Sec Rv TTCATCCATGCCATGTG Secuenciacion vectores
con GFP
mkOk Fw AAGGTCTCTTGCTGTTTCCGTGATAA Clonado mkOk en en
vector pEAQ-Golden
mKOK AP Rv2 AAGGTCTCATAGATTAAGAATGGGCAAC Clonado mkOk en en

vector pEAQ-Golden

Tabla 7. Secuencias de los oligonucleétidos iniciadores utilizados en este trabajo.

6. Metodologia del ADN recombinante

6.1. Purificacion de ADN plasmidico
6.1.1. Método de lisis alcalina

Se inoculé una colonia bacteriana en 5 mL de medio LB suplementado con
antibiotico (segun plasmido) y se cultivd toda la noche a 37°C con agitacion (220 r.p.m).
Se centrifugd a 4000 g durante 5 minutos y se descart6 el sobrenadante. El precipitado
se resuspendié usando una pipeta en 300 ul de solucién 1 fria (Tris-HCI 25 mM pH=8.0,
EDTA 10 mM pH=8.0, glucosa 50 mM). Para la lisis celular, se agregaron 300 uL de
solucion 2 (NaOH 200 mM, SDS 1 %), se mezclo por inversion y se incubo a temperatura
ambiente durante 3-5 minutos. A continuacion, se agregaron 300 uL de solucién 3 fria
(acetato de potasio 3 M, pH=5,5), se mezclo por inversion y se incubd en hielo durante
10 minutos. Luego se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 13000 g (4°C).
Se transfirié la fase superior a un nuevo tubo, al cual se le agregaron 0,6 volumenes de
isopropanol. Se mezclé suavemente por inversiéon y se centrifugd nuevamente a 13000
g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se descart6 el sobrenadante y se lavo el
precipitado con 500 yL de etanol 70%. Se centrifugd durante 5 minutos a 13000 g y se
secO el precipitado dejando los tubos abiertos a 37°C durante 15-30 minutos. El
precipitado se resuspendié en 30 uL de H>Oqq. Por ultimo, se agregé RNAsa (100 pg/mL)
y se incubd a 37°C durante 30 min. La integridad del ADN plasmidico se verificd

mediante una electroforesis en gel de agarosa.
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6.1.2. Purificacion mediante columnas comerciales

El ADN plasmidico para ser utilizado en secuenciacion se preparé mediante el
sistema de purificacion comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega). El sistema consta de una modificacion del protocolo de lisis alcalina en cual
el aislamiento del ADN plasmidico se realiza por el pasaje a través de una columna de
silica. Se siguio el protocolo especificado por el fabricante y se eluy6 el ADN utilizando
50-100 pL de H2Oqq La integridad del ADN plasmidico se verificé mediante electroforesis

en un gel de agarosa.

6.2. Preparacion de plasmidos e insertos para el clonado molecular
6.2.1. Amplificacién de insertos por PCR

La amplificacién de fragmentos de ADN para su clonado molecular se realizd
utilizando PCR con la enzima Pfu ADN polimerasa (GDSBio) o Phusion ADN polimerasa

(Thermo Scientific), siguiendo las condiciones sugeridas por los fabricantes.

6.2.2. Digestion del ADN con enzimas de restriccion

ElI ADN plasmidico se digirio utilizando enzimas de restriccion tanto para obtener
plasmidos y/o insertos para el clonado molecular, como para los mapeos de restriccion.
En todos los casos se utilizaron enzimas y buffers comerciales (New England Biolabs o
Promega), siguiendo las especificaciones de cada proveedor. Los productos de la

digestidn se separaron por electroforesis en geles de agarosa.

6.2.3. Desfosforilacion de extremos compatibles

Los plasmidos con extremos romos o extremos cohesivos compatibles se
trataron con la enzima fosfatasa alcalina SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, Promega),
para su desfosforilacion. Se incub6 el ADN con la enzima (1 unidad/ug ADN) y se incubd
a 37°C durante 30 minutos. Luego se inactivo la enzima mediante tratamiento térmico a

65°C durante 5 minutos.

6.2.4. Fosforilacion de productos de PCR

Se realizo6 la fosforilacion de fragmentos de PCR por tratamiento con la enzima
quinasa T4PNK (New England Biolabs), siguiendo las especificaciones del proveedor.

Se utilizdé una proporcién de 1 unidad/ 300 pmoles de extremos 5’ del ADN. Se incub6 a
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37°C durante 30 minutos y luego se inactivo la enzima por tratamiento por calor a 65°C

durante 20 minutos.

6.2.5. Rellenado de extremos 5’ protruyentes

Para la modificacion de sitios de restriccion dentro de vectores o para clonar
insertos con extremos romos, se rellenaron los extremos 5’ protruyentes generados por
la digestion previa con enzimas restriccion. El rellenado de los extremos se realizé por
polimerizacion a través del tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN Polimerasa
| (New England Biolabs). Los fragmentos digeridos se incubaron con la enzima
polimerasa (1U/ug ADN) y 33 uM dNTPs a temperatura ambiente durante 15 minutos.

La enzima se inactivé por tratamiento con calor a 75°C durante 20 minutos.

6.2.6. Purificacion de plasmidos digeridos y fragmentos de ADN

Los productos de PCR, plasmidos digeridos y fragmentos de ADN se purificaron
a partir del kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Los
plasmidos y los fragmentos de ADN obtenidos de digestiones con enzimas de restriccion
se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa y las bandas de interés se
escindieron del gel. Las bandas cortadas o los productos de PCR se sembraron en las
columnas de silica proporcionadas en el kit, siguiendo las especificaciones del

fabricante.

6.2.7. Cuantificacion del ADN

La cuantificacion de ADN plasmidico y de los insertos se realizé mediante dos
métodos complementarios. El primer método fue la medicion de absorbancia por
espectrofotometria de microvolumen utilizando el equipo Nanodrop. El segundo método
fue la separacion de las muestras de ADN en un gel de agarosa en simultdneo con una
muestra de ADN plasmidico de masa conocida, y posterior cuantificacion por

comparacion de intensidad de bandas utilizando el software Image J.

6.3 Reacciones de ligacion

Las reacciones de ligacion de plasmidos e insertos se hicieron utilizando la ADN
ligasa del fago T4 (New England Biolabs). Se utilizé 50 ng de plasmido y relaciones
molares de extremos plasmido:inserto variables entre 1:1 y 1:10. Para los casos de
autoligacion de un vector se utilizé 10 ng del mismo. La cantidad de enzima utilizada fue
de 4 unidades enzimaticas por ng DNA. En cada caso se utilizé el buffer suministrado

por el fabricante en un volumen final de 10 pl de reaccion. Como controles, se realizé
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una reaccion sin el agregado del inserto y otra reaccion en la cual no se agrego la

enzima. Las reacciones se incubaron a 16°C durante toda la noche.

6.4 Reacciones de Golden Gate Assembly

Las reacciones de digestiéon y ligaciéon se llevan a cabo en un mismo tubo, en
ciclos sucesivos. Se utilizaron 100 ng de vector y una relaciéon molar plasmido:inserto de
1:2. El vector y los insertos correspondientes se mezclaron con 5 unidades de la enzima
de restriccion Bsal (New England Biolabs) y 10 unidades de la enzima T4 ligasa (New
England Biolabs). A la mezcla de reaccion se le agrego el buffer proveido por el
fabricante de la enzima T4 ligasa, y la proteina seroalbumina bovina (BSA), en un
volumen final de reaccion de 20 ul. Se realizaron ciclos con temperaturas que favorecen
la digestion (37°C) y temperaturas que favorecen la ligacion (16°C). Se utilizo el
siguiente patrén de ciclado: 20 segundos a 37°C, 26x(3 minutos a 37°C, 4 minutos a
16°C), 5 minutos a 50°C, 5 minutos a 80°C.

7. Transformacién genética de plantas

7.1. Transformacion del genoma plastidico
7.1.1 Preparacion de microparticulas de oro

Se mezclaron 30 mg de particulas de oro de 0.6 um (BioRad) con 1mL de etanol
70% frio y se mezcl6 en un vortex (1000 r.p.m) durante 5 minutos. Luego de incubar a
temperatura ambiente por 15 minutos, se centrifugd durante 1 minuto a 3000 g (4°C). Se
descartd el sobrenadante y el precipitado se lavd 3 veces con 1 mL de H>O estéril. El
lavado consitié de los siguientes pasos: agregado de 1mL de HxO estéril fria,
resuspension por vortex (1000 r.p.m), incubacién a temperatura ambiente durante 10
minutos y centrifugacién durante 1 minuto 3000 g (4°C). Luego del tercer lavado, la
centrifugacién se realizé a 5000 g durante 15 segundos. A continuacion, se descarté el
sobrenadante y se resuspendié en 500 uL de glicerol 50% estéril, agitando con vortex
(1000 r.p.m) durante 1 minuto. Se separo en alicuotas (50 uL) que se guardaron a -20°C

previo a su uso.

7.1.2. Recubrimiento de las particulas de oro con ADN plasmidico

Se tomaron 50 pyL de la preparacién de microparticulas de oro y se

resuspendieron por agitacion con vortex (1000 r.p.m). Se agregd en orden secuencial y
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agitando con vortex cada vez: 5 ug del plasmido de transformacién, 50 uL de CaCl; 2,5
M y 20 pL de espermidina 0,1 M. Se agitdé con vortex durante 5 minutos y luego se
centrifugd 1 minuto a 3000 g a temperatura ambiente. Se descarté el sobrenadante, y
se agregaron al pellet 140 ul de etanol 70% a temperatura ambiente, resuspendiendo
por agitacion. A continuacion, se centrifugd a 1 minuto a 3000 g a temperatura ambiente.
Se descarté el sobrenadante y se agregaron 140 uL de etanol absoluto frio. Luego de
resuspender por agitacion se centrifugd durante 15 segundos a 5000 g a temperatura
ambiente. Se descarté el sobrenadante y se repitié el Ultimo paso agregando 50 uL de

etanol 100% frio. Los tubos se dejaron en agitacién con vortex a 4°C hasta su utilizacion.

7.1.3. Bombardeo de microparticulas

Los macrotransportadores  (Macrocarriers, BioRad), soportes para
macrotransportadores (Macrocarrier Holders, BioRad) y discos de ruptura (1.100 psi
Rupture Disks, BioRad), se esterilizaron por inmersién en etanol absoluto y se dejaron
secar en el flujo laminar. Los macrotransportadores se ensamblaron en los soportes
para macrotransportadores. Se cargaron aproximadamente 10 pL de las microparticulas
de oro recubiertas del ADN plasmidico en los macrotransportadores y se dejaron secar

en el flujo laminar.

Se colocaron hojas de N. tabacum cv Petit Havana germinadas in vitro con la
cara abaxial hacia arriba sobre papel de filtro en placas de Petri con medio RMOP (medio
MS, tiamina 1 mg/L, mio-inositol 100 mg/L, sacarosa 30 g/L, ANA 0,1 mg/L, BAP 1 mgI/L,
agar 0,8 %). Para el bombardeo se utilizé el dispositivo para biobalistica PDS-1000/He
Particle Delivery System (BioRad). Por cada disparo se empled un disco de ruptura, el
cual se sumergié en isopropanol y se ensambld en la rosca soporte (Rupture Disk
Retaining Cap) sellando la camara de alta presion de helio. Se colocaron una malla de
detencion (Stopping Screen, BioRad) y el macrotransportador cargado con la mezcla de
particulas de oro y ADN, en la bandeja de detencion (Stopping Plate). La distancias
utilizadas fueron de 0,625 cm entre el disco de ruptura y el macrotransportador, y de 11
mm entre el macrotransportador y la malla de retencién. La bandeja con la placa de petri
conteniendo la hoja a bombardear se colocé a una distancia de 9 cm. Se cerré la camara
y se hizo vacio hasta alcanzar una presién de 28 mm Hg. Luego se permitié el ingreso
de helio con una presién de 1100 psi hasta romper el disco de ruptura, para luego liberar
la presion de vacio. Como control, en el primer disparo se utilizé un macrotransportador

no cargado con microparticulas.
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Luego del periodo de incubacion, se cortaron las hojas en trozos quitando la
nervadura central utilizando un bisturi y se colocaron con la cara abaxial hacia abajo en
medio RMOP con espectinomicina (500 mg/mL). La hoja bombardeada con el
macrotransportador sin microparticulas se corté y los trozos se colocaron en una placa
con medio RMOP (control de regeneracion) y RMOP con espectinomicina (500mg/mL)
para el control de seleccion. Las placas fueron incubadas a 26°C en un fotoperiodo de
16/8 horas de luz/oscuridad durante aproximadamente 1 mes. Los brotes regenerantes
se transfirieron a un medio MS suplementado con 3% sacarosa y espectinomicina (500
mg/mL) para favorecer la formacién de raices. Las plantas que desarrollaron raices se
sometieron a dos rondas sucesivas de regeneracion. Para las rondas de regeneracion,
se cortaron trozos de hoja, se cultivaron en medio con RMOP con antibiético durante 1

mes y se transplantaron los brotes regenerantes a medio MS con antibiético.

7.1.4. Rusticacion

Las plantas de tercera ronda de regeneracion se rusticaron para la obtencion de
semillas. Para su pasaje a tierra, las raices de cada planta se lavaron cuidadosamente
con agua corriente para eliminar los restos de medio y se plantaron en macetas
conteniendo una mezcla 3:1:1 de humus, turba y perlita. Durante la primera semana, las
plantas se mantuvieron cubiertas con un film de polietileno para evitar su deshidratacion
en el proceso de adaptacion a las nuevas condiciones de humedad. El crecimiento se
hizo en un cuarto de cultivo cerrado con un fotoperiodo de 14/10 horas luz/oscuridad y

a una temperatura de 25-30°C.

7.1.5 Esterilizaciéon y germinacion in vitro de plantas de N. tabacum

Para la esterilizacion de semillas de N. tabacum, se sumergieron las semillas en
etanol 70 % durante 1 minuto y luego se incubaron 3 minutos en una solucion de
lavandina comercial en una diluciéon 1:10. A continuacion, se realizaron 3 lavados con
H20 estéril durante 5 minutos cada uno. Las semillas se secaron y sembraron en medio
MS solido con o sin antibidtico. Las plantas in vitro se crecieron con un fotoperiodo de
16/8 horas de luz/oscuridad a 26°C.

7.2 Agroinfiltracién con A. tumefaciens

Se crecieron colonias de A. tumefaciens en medio LB sélido suplementado con
rifampicina (0,1 mg/mL) y gentamicina (0,05 mg/mL), y el antibidtico correspondiente
segun el vector de transformacioén. Las placas de petri se cultivaron durante 48 horas a

28°C. Luego se tomo una fraccidn del cultivo y se resuspendié en 1mL de agua mediante
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agitacion con vortex (1000 r.p.m). Se centrifugd durante 5 minutos a 3000 r.p.m y se
descartd el sobrenadante. Se realizé un lavado con 1 mL de agua, y se centrifugd
durante 5 minutos a 3000 g. El precipitado se resuspendié en 1 mL de buffer de
infiltracion (MES 10 mM pH=5,6, MgCl. 10 mM, acetosiringona 500 upM). Las
suspensiones celulares se diluyeron en buffer de infiltraciéon hasta llegar a la D.Oggo
correspondiente a cada experimento. En casos de co-infiltracion, se prepararon las
suspensiones celulares mezclando las bacterias transformadas con cada construccion.
La suspension se cargo en jeringas de 1 mL (sin aguja) con las que se ejercié presion
sobre la cara abaxial de hojas jovenes expandidas, a fin de forzar la entrada de las
bacterias al espacio intercelular. Al cabo de 4 a 7 dias se evalud la expresion del

transgen de interés.

8. Analisis de ADN

8.1. Extraccion de ADN total de plantas para analisis por PCR

Se molieron 4 discos de hoja utilizando un vastago de plastico de punta coénica y
se agregaron 350 pL de buffer de extraccién EB (TrisHCI 50 mM pH=8, EDTA pH=8
10mM, NaCl 100 mM, 1% SDS, 3-mercaptoetanol 10 mM). Se resuspendio por agitacion
y se incubd a 65°C durante 10 minutos. Luego se agregaron 100 L de acetato de potasio
3 M (pH=5,5) frio, se mezclé por inversion y se incubd en hielo durante 20 minutos. A
continuacion, se centrifugd durante 10 minutos a 13000 g (4°C) y se transfirio el
sobrenadante a un tubo nuevo. Para la precipitacion del ADN, se agrego 1 volumen de
isopropanol y se centrifugd durante 15 minutos a 13.000 g a temperatura ambiente. Se
agreg6 500 pL de etanol 80%, se centrifugé 5 minutos a 13.000 g a temperatura
ambiente y se dejo secar el precipitado a 37°C con la tapa abierta. El precipitado se
resuspendié en 50 puL de H2O bidestilada. Por ultimo, se agregdé 1 uL de RNAsa y se
incub6 durante 30 minutos a 37°C. La integridad del ADN extraido se verific6 mediante

la técnica de electroforesis en gel de agarosa.

8.2. Purificacion de ADN total para analisis por Southern blot

Se utilizé una modificacién del protocolo de purificacion de ADN desarrollado por
Dellaporta (Dellaporta y col.,1983). Se molié 1 gramo de tejido vegetal fresco con
nitrégeno liquido en un mortero hasta formar un polvo fino. Se agregaron 5 mL de buffer
CTAB (CTAB 2%, NaCl 1,4 M, Tris-HCI 100 mM pH=8 , EDTA disddico pH=8 20 mM y

3-mercaptoetanol 0,2 %) precalentado a 65°C. Se incubd a esa misma temperatura entre
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30-60 minutos, agitando cada 10 minutos. Posteriormente, se agregd un volumen de
cloroformo y se agitd por vortex. Se centrifugd a 5000 g durante 10 minutos (4°C) y se
transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo. A continuacién, se repitié la extraccion con
cloroformo. Se agregd RNAsa A (100 pg/mL) y se incubd a 37°C durante 30 minutos.
Luego de la incubacién se agregaron 0,6 volumenes de isopropanol frio y se mezclé
suavemente por inversion. Se centrifugd durante 20 minutos a 10.000 g y se descarto el
sobrenadante. El precipitado se lavd con 1 mL de etanol 70%, se centrifugd durante 5
minutos a 13.000 g a temperatura ambiente y se dejo secar a 37°C con el tubo abierto.
Para la resuspencion, se agregdé 1 mL de H»O bidestilada y se incub6 durante toda la

noche a 4°C.

8.3. Evaluacioén de la integracion del transgen por PCR

La integracion del ADN en el genoma plastidico se verificd por amplificaciéon por
PCR utilizando los oligonucleétidos iniciadores Cloro_Fw, que hibrida en una region de
la secuencia del ARNr 16S, y Cloro_RV, que hibrida con el gen aadA. Se utilizé como
molde 0,5 ul de muestra de ADN total extraido segun seccién 6.1. Para la reaccion de
PCR se agreg6 150 ng de cada oligonucledtido iniciador, 1,25 unidades de easyTaq
polimerasa (transgen Biotech), 0,4 mM de dNTPs y el buffer suministrado con la enzima
(conteniendo MgCl,). Se utilizé un termociclador Mastercycler (Eppendorf) segun el
siguiente patron de ciclado: 5 minutos a 94°C, 30x(1 minuto a 95°C, 1 minuto a 55°C y 1
minuto 30 segundos a 72°C), 10 minutos a 72°C. Los productos de PCR se analizaron

mediante electroforesis en un gel de agarosa 1%.

8.4 Southern blot
8.4.1. Digestion del ADN

Extracciones de ADN total (3,5 ug) de las plantas transplastomicas o no
transformadas se incubaron durante una hs con la enzima Ncol a una concentracion de
10U/ug ADN, utilizado el buffer sugerido. Se agregd espermidina (Sigma Chemical) a

una concentracion final de 1 mM y se incubd a 37°C, durante toda la noche.

8.4.2. Electroforesis y transferencia a membrana de Nylon

El ADN cortado se separo por electroforesis en geles de agarosa 0,8 % en TAE
1X, a 30 mA de corriente constante durante toda la noche. Al finalizar la corrida se tifid
el gel con bromuro de etidio (0,5 ug /mL) para la visualizacién del ADN. A continuacion,

se lavo con H2O bidestilada durante 30 minutos. Para la depurinizacion, se incubo el gel
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con HCI 0,25 M durante 10 minutos y luego se lavé en H2O bidestilada durante 5 minutos.
Luego se incubé con 10 volimenes de solucién desnaturalizante (NaOH 0,4 M, NaCl 1,5
M) durante 20 minutos con agitacion suave. EI ADN se transfirié por capilaridad con SSC
10X (NaCl 1,5M, 0,15 M citrato de sodio, pH=7) a membranas de nylon Hybond N+ (GE
Healthcare) durante toda la noche. Luego de la transferencia, se realizé el crosslinking
del ADN a la membrana por medio de radiacion UV utilizando el equipo UV Stratalinker

1800 en seteo autocrosslink.

8.4.3. Hibridacion, deteccion y revelado

Para la deteccion se utilizé el Kit comercial DIG DNA Labeling and Detection KIT
(Roche). Este kit se basa en la marcacién de sondas con Digoxigenin-11-dUTP vy la
deteccioén utilizando un anticuerpo especifico anti-DIG conjugado a fosfatasa alcalina.
Para la deteccion, se siguieron las especificaciones del fabricante, con leves

modificaciones.

La membrana de Nylon se incub6 en 15 mL de buffer de pre-hibridaciéon (Dig
Easy Hyb) a 48°C durante 2 horas, utilizando un horno rotatorio. En paralelo, se
desnaturalizé la sonda por calor, incubando 20 minutos a 68°C. Para la hibridacion se
incub6 durante toda la noche con la sonda Trnl/A desnaturalizada, utilizando un horno

rotatorio a 48°C.

Finalizada la hibridacién, se recuperé la solucién con la sonda y se realizaron dos
lavados consecutivos de la membrana durante 10 minutos con 50 mL de buffer SSC2X
(NaCl 0,3 M, citrato de sodio 30 mM pH=7) con SDS 0,1%. Luego se realizaron 3 lavados
sucesivos de 15 minutos con buffer SSC 0,1X (NaCl 15 mM, citrato de sodio 1,5 mM
pH=7) con SDS 0,1% a 68°C utilizando un horno giratorio. A continuacién, se lavo la
membrana con buffer de acido malico (NaCl 150 mM, acido malico 100 mM, pH 7,5)
durante 3 minutos a temperatura ambiente. Para el bloqueo, se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente con 100 mL de buffer de bloqueo 1X (Roche) con agitacién suave.
Luego se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-DIG
(1:10000) proporcionado por el fabricante. Al finalizar, se realizaron dos lavados
consecutivos con buffer de lavado (NaCl 150 mM, acido malico 100 mM, Tween 20 0,3%,

pH 7,5) durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Para el revelado, se estabilizd la membrana durante 5 minutos en buffer de
deteccién (Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM pH=9,5) y se agreg?6 el sustrato colorimétrico

CSPD ready-to-use cubriendo la totalidad de la membrana. Luego de una incubacién
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durante 5 minutos a 37°C, se realiz6 la captura de las imagenes utilizando el equipo

GeneGnome (Syngen).

8.4.4. Preparacion y marcacion de la sonda

Se realiz6 la marcacion mediante una reaccién de PCR utilizando una mezcla de
deoxinucledtidos trifosfato conteniendo digoxigenin-deoxyuridine triphosphate (dUTP),
segun las especificaciones del kit comercial DIG DNA Labeling and Detection KIT
(Roche). Se utilizd como molde el fragmento trnA/l obtenido por digestién del plasmido
pBS16S-23S (Segretin, 2009) y los oligonucléotidos iniciadores especificos
aadA nb_FwyaadA nb_Rv. La reaccion de marcacion por PCR se realizd siguiendo el
siguiente patrén: 5 min a 95°C, 35x( 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 55 °C, 1 minuto a 72
°C) y 10 minutos a 72°C.

9. Analisis de proteinas

9.1. Extraccion de proteinas de plantas
9.1.1. Extraccioén de proteinas solubles

Para la extraccion de proteinas solubles totales se trituraron manualmente
aproximadamente 25 miligramos de hojas de N. tabacum o N. benthamiana en 125 pL
de buffer Laemmli 1X (Laemmli, 1970) utilizando un vastago de plastico de punta cénica.
Las muestras se calentaron a 98°C durante 10 minutos y se centrifugaron a 13.000 g por

10 minutos, recuperando el sobrenadante

9.1.2. Extraccion de proteinas totales de plantas transplastomicas

Para la extraccion de proteinas totales, se moli6é 1 gramo de tejido vegetal fresco
en un mortero utilizando nitrégeno liquido y se agregaron 2 mL de buffer de extraccion
(PBS 1X pH 7,4, Triton 2% p/p, B-mercaptoetanol 100mM). Se tomd una alicuota de 500
ML de la fraccion total y el resto de la suspension se centrifugdé durante 15 minutos a
13.000 g (4°C), recuperando el sobrenadante (fraccion soluble). El precipitado (fraccion
insoluble) se lavd con agua, se centrifugd 5 minutos a 13.000 g (4°C) y se resuspendid

en buffer de extraccion.
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9.1.3. Purificacion de rhFGFb por Cromatografia de Afinidad con Metal Inmobilizado
(IMAC)

Se molieron 3 gramos de tejido vegetal fresco en nitrégeno liquido utilizando un
mortero y se agregaron 6 mL de buffer de extraccion (PBS 1X pH=7,4, Triton 2% p/p, B-
mercaptoetanol 100 mM). La suspensién se centrifugd durante 15 minutos a 13.000 g a
4°C, separando la fraccion soluble (FS) y la fraccién insoluble (FI). La Fl se resuspendio
en 6 mL de PBS 1X. La FS se concentré por filtracién tangencial utilizando un filtro
Amicon Ultra 10 kDa (Merck, Alemania). La muestra concentrada se diluyo en 1 mL del
buffer de equilibrio (buffer sodio fosfato 50 mM pH=8, NaCl 300 mM, inhibidores de

proteasas cOmplete™ 1mM (Roche Molecular Systems)).

La purificacion de rhFGFb se realizd por cromatografia de afinidad utilizando una
resina de niquel-NTA en un sistema de flujo por gravedad, con columnas de fabricacién
casera. Entre 0,8 y 0,9 mL de resina HIS-Select® Nickel Affinity Gel (Sigma Aldrich)
fueron empaquetados en jeringas de tuberculina (1 mL), equilibrando la columna
mediante el pasaje por flujo por gravedad de 2 mL de buffer de equilibrio (buffer sodio
fosfato 50 mM pH=8.0, NaCl 300 mM). El extracto de proteinas FS se cargd en la
columna, recolectando la fraccién no unida (percolado). La columna se lavd entonces 4
veces con 500 uL de buffer de lavado (buffer sodio fosfato 50 mM pH=8, NaCl 300 mM,
imidazol 20 mM) (fracciones L1 a L4) y la muestra se eluy6 en 4 pasos consecutivos con
500 uL de buffer de elucién (buffer sodio fosfato 50 mM, pH 8,0, 300 NaCl mM, imidazol
250 mM) (Fracciones E1 a E4). Al finalizar, la resina se lavé con buffer de equilibrio y se

conservo en 30 % etanol.

El eluido E3 se esterilizd por filtracion con una jeringa de 0,22 uM y la muestra
se cargd en un filtro esterilizado Amicon Ultra de 10 kDa (Merck, Alemania) para
intercambiar el buffer por PBS 1X con 0,1 % BSA libre de endotoxinas (buffer de

similares caracteristicas al comercial).

9.1.4. Cuantificacién de proteinas solubles totales

Se cuantificaron las proteinas solubles totales presentes en la fraccion soluble
(FS) mediante la técnica de Bradford (Bradford, 1976) utilizando un reactivo comercial
(Sigma Aldrich). Como estandar se utilizd una curva realizada con distintas

concentraciones de Albumina Sérica Bovina (Sigma Chemical).
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9.1.5 Cuantificacion de rhFGFb

Para la cuantificacién de rhFGFb soluble y el rhFGFb purificado, se compararon
distintas fracciones del protocolo de purificacion con una dilucion seriada de rhFGFb
comercial (Gibco, PHG0026) por western blot seguido de un analisis por densitometria.

La intensidad de las bandas fue analizada mediante el software Image J.

9.2. Electroforesis de proteinas
9.2.1. Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Se prepararon geles de poliacrilamida desnaturalizantes (15-17%) de 10 x 10 cm
x 1,5 mm de espesor, utilizando el sistema armador SE 260 Mini Vertical Unit (Hoeffer)
y de acuerdo a los protocolos publicados (Sambrook et al, 1989). Previo a la siembra,
las muestras se prepararon en buffer Laemmli 1X 'y se desnaturalizaron por calor (98°C)
durante 5 minutos. La electroforesis se realizé a 30 mA constantes en buffer Tris-Glicina
(Tris-HCI 25 mM pH 8,8, glicina 190 mM, SDS 0,1 %), utilizando el sistema Mini Protean
/1l (BioRad).

9.2.2. Tincién de proteinas totales con Coomasie brilliant blue

Los geles se incubaron a temperatura ambiente durante toda la noche en
solucion de tincién (Coomasie brillant blue R250 0,05 %, metanol 40 %, acido acético 10
%). Luego se cambid la solucion por solucién de lavado 1 (metanol 50 %, acido acético
10 %) y se incubd a temperatura ambiente por 12-24 horas. Por ultimo, se reemplaz6

por la solucién de lavado 2 (metanol 10%, acido acético 10%).

9.2.3. Western blot

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Hybond C
(Amersham Biosciences) mediante el sistema de transferencia Mini Trans-blot (BioRad).
La transferencia se llevé a cabo mediante la aplicacién de una corriente constante de
90V constantes durante 1 hora, en buffer de transferencia (Tris-HCI 50 mM pH=7,5,
glicina 196 mM, metanol 20%). Finalizada la transferencia, la membrana se tifid con el

colorante rojo ponceau incubando 10 minutos a temperatura ambiente.

Para el bloqueo se incubd la membrana en solucién de bloqueo conteniendo
buffer TTBS (Tris-HCI 50 mM pH=8, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1 % v/v) con 5% leche
descremada o 1% Albumina Sérica Bovina. La incubacion se llevd a cabo durante toda

la noche a 4°C o durante 1 hora a temperatura ambiente, con agitacién suave. Luego

121



Materiales y Métodos

se incubd 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo primario monoclonal mouse
anti-HIS6 tag (1:3000) (Roche Molecular Systems, Inc., USA) o monoclonal rabbit anti-
FGF (1:3000) (Santa Cruz Biotechnology, Inc, USA), ambos preparados en TTBS 1%
BSA. A continuacion se realizaron 3 lavados consecutivos con TTBS a temperatura
ambiente durante 5 minutos cada uno. Luego se incubé 1 hora a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario correspondiente, anti-mouse AP (1:3000) (Sigma Aldrich),
o anti-rabbit AP (1:1000) (Cell Signaling Technology), respectivamente. Ambos
anticuerpos fueron preparados en TTBS 5% leche. Se realizaron 3 lavados consecutivos
con TTBS durante 5 minutos y un lavado de 10 minutos con buffer fosfatasa (Tris-HCI
100 mM pH=9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM).

La presencia de las proteinas se reveld por visualizacion de la actividad de la
fosfatasa alcalina (AP) conjugada a los anticuerpos secundarios utilizando como
sustrato cromogénico una mezcla de NBT (Nitroblue tetrazolium, Biorad) y BCIP (5
bromo-4 cloro-3 indoil fosfato, Genbiotech). Cada membrana se revelé en oscuridad con
10 mL de buffer fosfatasa conteniendo 100 yL BCIP (20 mg/mL en DMSO 70%) y 100
ML de NBT (30 mg/mL, en DMSO 100%).

10. Evaluacién de la actividad biolégica de rhFGFb

10.1. Cultivo de células HEK293T

La linea celular HEK 293T (RRID:CVCL_0063) se adquiri6 de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC) y se mantuvo congelada en nitrogeno liquido. La
contaminacion por micoplasma se evalué mensualmente mediante PCR. Las células se
cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero
bovino fetal (FBS) al 10%, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/ml y L-glutamina

2 mM (Life Technologies, Inc.) en atmésfera humidificada con 5% de COza 37°C.

10.2. Ensayo de proliferacion

Se sembraron 500 células en placas de 96 pocillos y luego de 24 horas se incubé
con 5 ng/mL de rhFGFb purificado (rhFGFb vegetal). Como control positivo se estimuld
con 5 ng/mL de hFGFb comercial (Gibco, PHG0026) y como control negativo se utilizd
un extracto de planta no transformada (NT). Las células se incubaron a 37°C en una
incubadora con CO; al 7,0 % durante 24 horas. Para la medicién de proliferacién se

empled el método de tincion con resazurina, complementando el medio con 10 % con
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resazurina 30 yM (Sigma Aldrich). Al cabo de 2 horas de incubacion, se midi6 la
fluorescencia (550 nm excitacion, 590 nm emisién) con un lector de placas multimodo
EnSpire® (Perkin-Elmer). Para el analisis estadistico se realizé un Anova seguido de

una comparacién multiple de Dunnet.

11. Medicion de parametros fotosintéticos

Se sembraron en tierra semillas de las distintas lineas y las plantas se crecieron
en cuarto de cultivo cerrado con un fotoperiodo de 16/8 horas de luz/oscuridad a 25°C.
Se midio la fluorescencia de la clorofila utilizando el fluorémetro Photosynq Multispeq.
Para las mediciones de F,y Fn, las plantas fueron sometidas a un tratamiento previo en
oscuridad durante 30 minutos. Todas las mediciones fueron realizadas sobre la segunda
hoja expandida. El analisis estadistico se realizé mediante un ajuste a una variable de

tipo beta y un analisis post-hoc comparando la linea NT vs las distintas lineas UTR.

12. Cuantificacion de clorofila

12.1. Cuantificacion de Unidades SPAD

Las unidades SPAD se midieron utilizando un medidor de clorofila portatil
(Clorofilio®, Cavadevices) o el fluorémetro Photosynq. El analisis estadistico se realizé
mediante el ajuste a un modelo lineal de efectos mixtos y un analisis de comparacion de

medias (Tuckey).

12.2. Medicion de clorofila total

La medicion de clorofila total se realizé por espectrofotometria UV siguiendo el
protocolo establecido por Hiscox e Israelstam (Hiscox and Israelstam, 1978). Se tomaron
aproximadamente 20 miligramos de hoja y se incubaron en 1 mL de DMSO a 65°C
durante 90 minutos o hasta que el tejido se viera translicido. Se midi6 la absorbancia
de la clorofila A (663 nm) y la clorofila B (645 nm). La concentracion de clorofila total se

calculo utilizando la siguiente ecuacion:

[Chl total] (mg/ L) = 37*Agss + 14,82* Ase3
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El analisis estadistico se realizé mediante un modelo lineal de efectos mixtos,
tanto para el contenido de clorofila total como para la relacion clorofila a/b. Se realizé un

analisis de comparacion de medias y test de Tuckey.

13. Anadlisis de localizaciéon subcelular por microscopia confocal

Para el estudio de localizacion subcelular de proteinas por microscopia confocal,
se agroinfiltraron las siguientes construcciones: pEAQ-HT-GFP, pEAQ-GFPAP, pEAQ-
GFPKDEL y pEAQ-mKOVAC. Cada construccion se co-infiltr6 con un marcador de
localizacién subcelular previamente caracterizado. Se utilizé6 para cada una de las

concentraciones una DOggo de 0,2.

Luego de 3 dias post-infiltracion, se tomaron discos de hoja con un sacabocados
y se montaron sobre un cubreobjetos en medio de montaje Carolina®. Las células de la
epidermis de la hoja se visualizaron en un microscopio confocal Leica TCS SPE,
utilizando un objetivo de 40X. Para visualizar la proteina GFP se utilizé un laser de 488
nm y se registré una emision a 509 nm. Para la visualizacion de las proteinas RFP o
mKO se utilizd un laser de 532nm, registrando una emision a 607nm y 563 nm,
respectivamente. La autofluorescencia se visualizd utilizando un laser de 523 nm y
registrando una emision de entre 650-750 nm. EIl analisis de imagenes se realizd

mediante el software Image J.
14. Sistema de expresion de proteinas recombinantes en P. pastoris

14.1. Cepas y condiciones de cultivo

Se utilizé la cepa GS115 his4™ (Invitrogen Life Technologies) de P. pastoris,
auxotrofa para histidina. Para el cultivo liquido se utilizé medio YPD (extracto de levadura
1%, peptona de caseina 1%, dextrosa 2%) y se incubaron a 28°C en agitacion (220
r.p.m). Para el mantenimiento en medio sélido se utiliz6 medio YPD con 2% Agar y se

incubo en estufa a 28°C.

14.2 Preparacion de células electrocompetentes de P. pastoris

Se inoculé una colonia aislada de P. pastoris en 5 mL de medio YPD y se creci6
durante la noche en agitacion (220 r.p.m) a 30°C. Luego se inocularon 2 mL del cultivo
en 100 mL de YPD liquido y se incub6 a 30°C con agitacion hasta alcanzar una D.Oggo

entre 1,2 y 2. A continuacion, se realizaron 2 centrifugaciones sucesivas a 1500 g
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durante 5 minutos 4°C. En ambos casos se descart6 el sobrenadante y se resuspendio
el precipitado en 100 mL (primera centrifugacion) o 50 mL (segunda centrifugacion) de
agua estéril fria, agitando suavemente. A continuacion, se realizé otra centrifugacion
bajo las mismas condiciones, y el precipitado se resuspendié con agitacién suave en 5
mL de sorbitol 1M estéril a 4°C. Por ultimo, se volvid a centrifugar bajo mismas
condiciones y se resuspendio el precipitado en 500 uL de sorbitol 1M estéril.
Inmediatamente después de su preparacién, las levaduras electrocompetentes se

utilizaron para la transformacion genética.

14.3 Transformacion genética de P. pastoris
14.3.1 Linealizacion del ADN plasmidico

El ADN plasmidico (10-20 ug) se incubd con las enzimas Sacl o Bglll utilizando
el buffer proporcionado por el fabricante, durante 2 horas a 37°C. La digestiéon del
plasmido se verific6 mediante electroforesis en geles de agarosa (1%). El plasmido

linealizado se purificé por columna utilizando un kit comercial (DSBIO).

14.3.2 Transformacion por electroporacion

Se incubaron 100 pL de células electrocompetentes con 10 ug del ADN
plasmidico linealizado, durante 5 minutos en hielo. La preparacion se transfirié a cubetas
de electroporacién de 0,2 cm previamente enfriadas y se le aplicd un pulso eléctrico de
1,5 Kv mediante un electroporador modelo “Micropulser” (BioRad), utilizando el
programa SC2. A continuacién, se resuspendieron las células en 1 mL de sorbitol 1M
estéril y se plaquearon en medio minimo MD sdlido (YNB 0,34%, (NH4)2SO4 1%,
dextrosa 2%, Agar 1,5%) suplementado con biotina 4x10° %. Las placas se incubaron
a 30°C durante 48-72 horas. Los clones recombinantes se seleccionaron por su

capacidad de crecimiento en medio minimo, por complementacién de la auxotrofia.

14.4 Analisis de ADN gendémico de P. pastoris
14.4.1 Colony PCR para P. pastoris

A partir de las placas obtenidas de la transformacion genética, se tomd una
colonia y se resuspendi6 en 100 yL de H2O bidestilada. Se incubé con 70 unidades de
la enzima liticasa durante 1 hora a 37°C. A continuacion se inactivd la enzima por
tratamiento térmico de 5 minutos a 100°C seguida de una incubacion en hielo

inmediatamente después. Las muestras se centrifugaron a 13.000 g durante 1 minutos
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y se utilizé 15 pL del sobrenadante como molde para una reaccion de PCR con
oligonucledtidos iniciadores especificos (5A0X1_Fw y 3A0X1_Rv), utilizando la Taq
polimerasa casera. Se utilizé el siguiente patrén de ciclado: 5 minutos a 95°C, 30 x (30
segundos a 95°C, 30 segundos a 63°C, 2,5 minutos a 72°C), 10 minutos a 72°C.

14.5. Produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris
14.5.1. Fase de Proliferacion

Se realizd un pre-indbculo a partir de colonias aisladas de los clones
recombinantes en 5 mL de medio BMGY liquido (tabla 8). El cultivo se incub6 durante
toda la noche en agitacion (220 r.p.m) a 28°C. A continuacion, se inocularon 2 mL del

cultivo en 25 mL de medio BMGY y se incubd a 28°C en agitacion durante 48 horas.

14.5.2. Fase de Induccion

Para la fase de induccion, las células del cultivo de 48 horas se colectaron por
centrifugacién durante 5 minutos a 1500 g, seguida de la cual se resuspendieron y
diluyeron en 50 mL de medio BMMY (tabla 8) para alcanzar una D.Ogy = 10 (0 sus
variantes segun el ensayo). El cultivo se incubo durante 4-7 dias a 28°C (o sus variantes)
y con agitacion con el agregado de metanol 0,5% final (o sus variantes) cada 24 horas.
Para los ensayos de co-alimentacion, ademas de metanol, se hizo un agregado de D-
sorbitol 3% final cada 48 horas. En todos los casos se tom6 una muestra de 1 mL del
cultivo a TO (pre-induccion) y muestras equivalentes cada 24 horas, separando las
células de los sobrenadantes de cultivo por centrifugacion a 1500 g por 5 minutos. Los
pellet de células se resuspendieron en 1 mL de H>O bidestilada y todas las muestras se
conservaron a -20°C para su posterior electroforesis en geles de poliacrilamida y analisis

por western blot (secciones 9.2.1 y 9.2.3).

BMGY BMMY
Extracto de levadura 1% 1%
Peptona de caseina 2% 2%
YNB (base nitrogenada 0,34% 0,34%
para levaduras sin
aminoacidos)
(NH4)2SO, 1% 1%
Buffer fosfato de potasio 100 mM 100 mM
pH 6,0 05,5
Biotina 4x10° % 4x10° %
Glicerol 4% VIV --

Tabla 8. Composicion de los medios de cultivo utilizados para la producciéon de proteinas
recombinantes.
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Obtencién del vector pEAQ-Golden

1. Adaptacion del vector pEAQ-HT para el clonado por Golden Gate
Assembly

Con el objetivo de generar un sistema de clonado rapido para expresar de forma
transitoria proteinas fusionadas a distintas sefales de localizacion subcelular,
adaptamos el vector pEAQ-HT-GFP (Sainsbury et al, 2009) para el clonado por Golden

Gate Assembly. La adaptacion del vector incluyé dos pasos:

1. Eliminacion de sitios de Bsal presentes en el esqueleto del vector pEAQ-HT-GFP
2. Incorporacién de una secuencia polylinker conteniendo los sitios de

reconocimiento de Bsal, rio abajo del promotor 35S.
A continuacién se detallaran los pasos para la obtencion del vector pEAQ-Golden.

1.1 Introduccién de mutaciones sinénimas dentro del gen P19

Se procedid a eliminar los sitios de reconocimiento de la enzima Bsal presentes
en el esqueleto del vector pEAQ-HT-GFP, especificamente en el gen de supresion de
silenciamiento P19. Dado que la proteina supresora P19 es fundamental para la
expresion transitoria de genes foraneos en células vegetales, la modificacion se realizé
de forma tal de no alterar la secuencia proteica. Para ello, se sintetizé una regién de P19
con mutaciones sinénimas en los sitios de reconocimiento para Bsal, teniendo en cuenta
la frecuencia de uso de codones para Nicotiana benthamiana. La secuencia sintética
(P19*) incluyd los sitios de reconocimiento de las enzimas Hindlll (5°) y Sacl (3’), como

se muestra en la figura A1.
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P19 ATG GAA CGA GCT ATA CAA GGA AAC GAC GCT AGG GAA CAA GCT AAC
P19 AGT GAA CGT TGG GAT GGA GGA TCA GGA GGT ACC ACT TCT CCC TTC
P19 AAA CTT CCT GAC GAA AGT CCG AGT TGG ACT GAG TGG CGG CTA CAT
P19 AAC GAT GAG ACG AAT TCG AAT CAA GAT AAT CCC CTT GGT TTC AAG
P19 GAA AGC TGG GGT TTC GGG AAA GTT GTA TTT AAG AGA TAT CTC AGA
P19 TAC GAC AGG ACG GAA GCT TCA CTG CAC AGA GTC CTT GGA TCT TGG
HindIII
P19ABsa AA GCT TCA CTG CAC AGA GTC CTT GGA TCT TGG
P19 ACG GGA GAT TCG GTT AAC TAT GCA GCA TCT CGA TTT TTC GGT TTC

P19ABsa ACG GGA GAT TCG GTT AAC TAT GCA GCA TCT CGA TTT TTC GGT TTC
P19 GAC CAG ATC GGA TGT ACC TAT AGT ATT CGG TTT CGA GGA GTT AGT
P19ABsa GAC CAG ATC GGA TGT ACC TAT AGT ATT CGG TTT CGA GGA GIT AGT
P19 ATC ACC GTT TCT GGA GGG TCT CGA ACT CTT CAG CAT CTC TGT GAG
P19ABsa ATC ACC GTT TCT GGA GGA TCT CGA ACT CTT CAG CAT CTC TGT GAG
P19 ATG GCA ATT CGG TCT AAG CAA GAA CTG CTA CAG CTT GCC CCA ATC
P19ABsa ATG GCA ATT CGG TCT AAG CAA GAA CTG CTA CAG CTT GCC CCA ATC
P19 GAA GTG GAA AGT AAT GTA TCA AGA GGA TGC CCT GAA GGT ACT GAG
P19ABsa GAA GTG GAA AGT AAT GTA TCA AGA GGA TGC CCT GAA GGT ACT GAA
P19 ACC TTC GAA ARA GAA AGC GAG TAA GGGGAGCTC

SacI
P19ABsa ACC TTC GAA ARA GAA AGC GAG TAR GGGGAGCTC

Figura A1. Secuencia P19 y P19*. Se muestra el alineamiento de la secuencia del gen P19 del
vector pEAQ-HT-GFP (negro) y la secuencia sintética P19* (azul). Se muestran los sitios de
reconocimiento de la enzima Bsal (rojo) y las mutaciones sinénimas en la secuencia P19*
(amarillo).

Se reemplazoé la secuencia P19 del vector pEAQ-HT-GFP con la secuencia
sintética P19*, siguiendo los pasos de clonado que se detallan a continuacion. En primer
lugar, sub-clonamos una regién de la secuencia codificante el gen P19 en el vector
intermediario pZeroM. El vector pZeroM es una adaptacion del vector comercial pZero2,
al cual le eliminamos los sitios de reconocimiento de las enzimas Hindlll y Sacl. Se digirid
el vector pEAQ-HT-GFP con las enzimas BamHI y Notl y se purificé un fragmento de

4027pb, denominado HTP19, que contenia el gen P19. A continuacion, clonamos el
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fragmento HTP19 en los sitios BamHI y Notl del vector pZeroM, obteniendo el vector

pZeroM-HTP19 (figura A1).

Hindlll Bsal
| | acl
P19
BamHI
am Blfsal Ncol
PEAQ-HT-GFP Notl
Notl
‘Xﬁ l BamHI BamHI Notl BamHI Hindlll Bsal Sacl Notl
~ | | —
P19
HindIIII leal Sacl Bsal
BamHI P19 Notl -+ pZeroM —> pZeroM-HTP19
Bsal
Ncol Ncol
‘X’ Hindllll
Sacl
BamHJ__ /Notl BamHJ__ Hindlll /Notl

Sacl
pZeroM-HTP19

«—  Hindn wlFES2Cl

pZeroM-HTP19 P19+

Ncol Ncol

Figura A2. Esquema de clonado para la obtencién del vector pZeroM-HTP19*

A continuacion, clonamos la secuencia sintética P19* en los sitios Hindlll y Sacl
del vector pZeroM-HTP19. De esta manera, se reemplazo la secuencia del P19
endogena por la secuencia sintética P19* (figura A2). Por ultimo, se sub-cloné el
fragmento P19* en los sitios BamHI y Notl del vector pEAQ-HT-GFP, obteniendo el
vector pEAQ-HT-P19*
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HincI!III Blsal

sacl BamH
P19 ~ __Notl
BamHI |
Bsal Ncol
pEAQ-HT-GFP Notl pZeroM-HTP19*
Notl Notl
(X)l BamHI X)l BamHI
BamHI

pEAQ-HT-GFP Notl + BamHI [ PASSEN Noti

P19*

BamHI
Ncol

pEAQ-HT-P19* Notl

Bsal

Figura A3. Esquema de clonado para la obtencién del vector pEAQ-HT-P19*.

1.2 Clonado de secuencia polylinker con sitios Bsal

La secuencia polylinker ccdb-gg consiste en una versién truncada del gen que
codifica para la toxina ccdB, flanqueada por sitios de restriccion de Bsal. Para obtener
el vector pEAQ-Golden, amplificamos la secuencia ccdb-gg mediante PCR a partir del
vector pUTR-CCDB y la sub-clonamos en los sitios de restriccion Nrul (5°) y Xhol (3’) del
vector pEAQ-HT-P19*.
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Bsal Bsal

Nrul Xhol ) N i

ccdb-gg

leal le,al

pEAQ-HT-P19* + Nrul B cedb-gg Xhol pEAQ-Golden
BamHI BamHlI
P19* P19* -

—_

Figura A4. Obtencion del vector pEAQ-Golden.

2. Diseino de las senales de localizacion subcelular

Se disefaron los modulos correspondientes a las distintas sefales de
localizacidn subcelular, incorporando los sitios de restriccion Bsal y las bases adecuadas

para generar extremos 5’ libres compatibles para el clonado direccional.
A continuacion, se detallan las distintas senales de direccionamiento utilizadas:

-Péptido senal N-terminal: Se utilizé la secuencia nucleotidica del péptido sefial
de la osmotina de tabaco AP24. Se sintetiz6 la secuencia por PCR a partir del plasmido
pHap12 utilizando los primers AP24SSFw y AP24SSRv que incluyen el sitio de corte
Bsal. El primer AP24SSFw incluye las bases para generar del extremo 5 libre

complementario al extremo libre del vector pEAQ-Golden.

-Sefal Vacuolar: Se utilizé la secuencia nucleotidica correspondiente a la sefal
vacuolar C-terminal del gen de la Quitinasa A de tabaco (Thomas y Walmsley, 2014). La
senal se amplificé por overlapping PCR, utilizando los primers VS48Fw y VS48Rv en los
que se incluyen los sitios de Bsal. El primer VS48Rv incorpora ademas las bases para

generar del extremo 5’ libre complementario al extremo libre del vector pEAQ-Golden.

-Senal de retencion en reticulo endoplasmatico: La senal de retenciéon KDEL

se incorpord en los primers reverse de las distintas proteinas.
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3. Clonado de las proteinas fluorescentes y rhFGFb fusionadas a las

distintas senales

3.1. Clonado de proteinas fluorescentes

Utilizando el método de Golden Gate Assembly se clonaron en el vector pEAQ-
Golden distintas versiones de la protina fluorescente verde (GFP) fusionada a senales
de localizacién subcelular, a saber: GFP citoplasmatica (GFP-Cit), apoplastica (GFP-Ap)
y reticular (GFP-KDEL). En todos los casos, la secuencia de GFP se amplificé por PCR
utilizando como molde el plasmido pUC57-GFPInNKEGF que contiene una secuencia
nucleotidica de GFP sin sitios de reconocimiento para Bsal. Se utilizaron primers
especificos que incorporan los sitios de restriccion para Bsal y las bases

correspondientes para generar los extremos 5’ libres adecuados.

Para el estudio de la localizacion vacuolar, se utilizé la proteina fluorescente roja
mKOK por su estabilidad a pH acidos (Shaner et al., 2005). Se amplificd la secuencia
nucleotidica por PCR a partir del vector mKOKCtermCCDB, utilizando primers
especificos con los sitios de restriccion y bases necesarias para el clonado direccional

por Golden Gate.

3.2. Clonado de hFGFb

Para el clonado de la version citoplasmatica de rhFGFb, se utilizé la secuencia
sintética previamente disefiada para la expresion de rhFGFb en cloroplastos y P.
pastoris. La secuencia de HIS-TEV-FGFb se amplificé por PCR a partir del vector pUC-
FGFb con primers especificos FGFCTFw y FGFCTRv que incorporan los sitios de
restriccion Nrul y Xhol en los extremos 5’ y 3’, respectivamente. El producto de PCR

obtenido se digirid y se clond en los sitios Nrul y Xhol del vector pEAQ-HT-GFP.

Se utilizd el sistema de Golden Gate Assembly para el clonado de distintas
versiones de la proteina recombinante rhFGFb: FGF apoplastico (FGF-Ap), FGF
reticular (FGF-KDEL) y FGF vacuolar (FGF-Vac). En todos los casos, la secuencia
codificante de TEV-HIS-FGFb se amplificod por PCR a partir del vector pUC-FGFb. Se
utilizaron primers especificos que incorporan los sitios de restriccion para Bsal y las
bases correspondientes para generar los extremos 5’ libres compatibles segun cada

fusidn con las senales de localizacion.
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3.3. Chequeo in silico del sitio de corte para la peptidasa de la senal

Para verificar el sitio de corte de la peptidasa de la sefal en las proteinas
fusionadas al péptido senal de la osmotina AP24 de tabaco, se realizé una prediccion in

silico utilizando el software SignalP-6.0 (Teufel et al., 2022).

En todos los casos, se encontré un sitio de corte predicho para la peptidasa de
la sefal. La probabilidad de los sitios de corte para GFP-Ap, mKOk-Ap y FGF-Ap fue de
0,98, indicando una alta probabilidad de corte para la peptidasa en las tres proteinas de
fusién. Para las tres secuencias analizadas, luego del corte predicho se obtiene la
secuencia N-terminal completa de las proteinas GFP-Ap, mKOk-Ap y FGF-Ap (figura
A.5). Esto indicaria que el péptido sefal de las proteinas de fusion se procesaria de

forma correcta, segun la prediccion in silico.
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