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Resumen 

Durante la presente tesis doctoral se generaron plantas transplastómicas de tabaco y se 

obtuvieron vacunas experimentales a partir de la expresión de antígenos de interés 

veterinario fusionados a la proteína decamérica y altamente inmunogénica lumazina sintasa 

de Brucella spp. (BLS).  

El primer antígeno expresado en este sistema fue la proteína VP8d (fragmento menor de 

18,41 kDa derivado de VP8* que posee 27,54 kDa) de Rotavirus Bovino (RVB), cepa C486, 

fusionada a BLS (BLSVP8d-Bov). VP8*es una proteína no glicosilada de la cápside de 

rotavirus que además de ser un determinante importante de infectividad viral es un antígeno 

generador de anticuerpos neutralizantes. BLS forma decámeros y funciona como 

presentador para aumentar la inmunogenicidad de péptidos fusionados a su extremo N-

terminal. Se generaron plantas transplastómicas que fueron exhaustivamente 

caracterizadas a nivel molecular por Southern, northern y western blot. BLSVP8d-Bov se 

comportó de manera altamente estable en cloroplastos. Los niveles más altos de 

acumulación se observaron en las hojas de mayor edad, representando al menos el 40% de 

la proteína soluble total de la hoja (PST) (4,85 mg/g tejido fresco [TF]). Este nivel de 

expresión fue 10 veces superior al obtenido en plantas transplastómicas generadas 

previamente en el laboratorio expresando VP8* de RVB. Independientemente de los altos 

niveles de expresión no se observaron diferencias fenotípicas respecto a plantas sin 

transformar. La fusión se mantuvo soluble en todo momento, pese a que VP8* forma cuerpos 

de inclusión insolubles al ser expresada usando el mismo sistema. BLSVP8d-Bov también 

se mantuvo soluble y estable en material liofilizado almacenado a temperatura ambiente. 

Adicionalmente, la inmunogenicidad de BLSVP8d-Bov fue evaluada con éxito en un modelo 

de gallinas ponedoras. Pudieron detectarse anticuerpos IgY específicos contra la fusión en 
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la yema de los huevos obtenidos a partir de animales inmunizados con extractos solubles 

totales provenientes tanto de hojas frescas como liofilizadas.  

Dados los resultados alentadores obtenidos con BLSVP8d-Bov se decidió expresar también 

en el mismo sistema el antígeno VP8d de Rotavirus Equino (RVE), cepa H2, tanto solo como 

fusionado a BLS. En ambos casos se obtuvieron plantas transplastómicas fenotípicamente 

indistinguibles de plantas sin transformar, las cuales fueron caracterizadas molecularmente. 

Las proteínas recombinantes se mantuvieron estables y solubles tanto en hojas frescas 

como liofilizadas almacenadas a temperatura ambiente. Los niveles de expresión 

registrados fueron de alrededor de 2% y 4% de PST para VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq, 

respectivamente (duplicándose en hojas liofilizadas), por lo que la fusión a BLS representa 

una estrategia potencial para aumentar los niveles de expresión de otras proteínas. Dado 

que BLSVP8d-Eq es inestable e imposible de producir en Escherichia coli las plantas 

representaron una alternativa más conveniente.  

La estrategia de fusión a BLS, evaluada por primera vez en plantas, representó una 

plataforma interesante para la producción de antígenos inyectables, o incluso orales, con 

inmunogenicidad potencialmente aumentada. La estabilidad de los antígenos 

recombinantes incluso en hojas liofilizadas podría traducirse en una reducción de costos y 

simplificar el procesamiento, purificación y almacenamiento, simplificando los esquemas de 

inmunización.  

Complementariamente, y de acuerdo a cuestiones de bioseguridad y percepción pública 

vigentes, se evaluó el gen de flavoxodina, que proporciona resistencia frente a estrés 

oxidativo o salino, como selector de plantas transplastómicas para reemplazar la selección 

por antibióticos. Entre otras dificultades, los usos de metil viológeno (propagador de 

superóxidos) o cloruro de sodio demostraron ser incompatibles con los procesos de 

regeneración empleados de rutina en el laboratorio, por lo cual sería muy difícil y poco 

conveniente intentar encontrar las condiciones para utilizar flavodoxina como gen selector 

primario. A la luz de estos y otros resultados, el gen de flavodoxina sería mejor aprovechado 

como un selector secundario alternativo para remover los genes selectores primarios 

clásicos que confieren resistencia a antibióticos.  

Palabras clave: Plantas transplastómicas, cloroplasto, tabaco, rotavirus bovino, rotavirus 

equino, lumazina sintasa, VP8, vacuna, liofilización, IgY, flavoxodina, selector, estrés 

abiótico. 

Abstract 

During this PhD thesis we obtained transplastomic tobacco plants and experimental vaccines 

were derived from the expression of antigens of interest in veterinary medicine fused to the 

multimeric and highly immunogenic Brucella spp. lumazine synthase (BLS).  
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The first antigen we expressed with this system was the VP8d protein (a smaller fragment of 

18,41 kDa derived from 27,54 kDa VP8*) from Bovine Rotavirus (BRV), strain C486, fused 

to BLS (BLSVP8d-Bov). VP8* is a non-glycosylated protein of the rotavirus capsid and is the 

major determinant of viral infectivity and one of the neutralizing antigens. BLS is a decameric 

protein which can accommodate foreign polypeptides or protein domains fused to its N-

termini, markedly increasing their immunogenicity. Transplastomic plants were obtained and 

characterized by Southern, northern and western blot. BLSVP8d-Bov was highly stable in 

chloroplasts. The highest expression levels were observed in older leaves, representing at 

least 40% of the leaf total soluble protein (TSP) (4.85 mg/g fresh tissue [FT]). This expression 

level was 10 times higher than the one obtained for transplastomic plants which were 

generated previously by our group and expressed VP8* from BRV. Despite the high 

expression levels, wild-type and transplastomic BLSVP8d-Bov plants were phenotypically 

indistinguishable from each other. The fusion always remained soluble and stable during all 

stages of plant development although VP8* aggregated as insoluble inclusion bodies when 

expressed using the same plant system. BLSVP8d-Bov remained soluble and stable even in 

senescent or lyophilized leaves stored at room temperature. The immunogenicity of 

BLSPVP8d-Bov was evaluated in a laying-hen model. Soluble protein extracts from fresh 

and lyophilized transplastomic leaves were able to induce specific neutralizing IgY antibodies 

in egg-yolk.  

Given the encouraging results obtained for BLSVP8d-Bov we decided to use the same 

system to express the VP8d antigen from Equine Rotavirus (ERV), strain H2, alone and fused 

to BLS. In both cases the transplastomic plants were phenotypically indistinguishable from 

their non-transformed counterparts. All plants were characterized by Southern, northern and 

western blot. The recombinant proteins remained stable and soluble both in fresh and 

lyophilized leaves stored at room temperature. The expression levels obtained were 

approximately 2% and 4% of TSP for VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq, respectively (doubling in 

lyophilized leaves), for which fusions to BLS would represent a potential strategy to improve 

the expression levels of other proteins. It should be noted that since BLSVP8d-Eq was 

unstable and impossible to express in Escherichia coli plants represented a more 

advantageous strategy.  

The BLS scaffold was assessed for the first time in plants. It represented an interesting 

platform for highly immunogenic injectable, or even oral, subunit vaccines. Lyophilization of 

transplastomic leaves expressing stable antigenic fusions to BLS would further reduce costs 

and simplify downstream processing, purification and storage, allowing for more practical 

vaccines.  

Complementarily, and in accordance to the current public perception and biosafety concerns, 

we evaluated the use of the flavodoxin gene as a selectable marker for the production of 

transplastomic plants. This gene provides tolerance against oxidative and saline stress, 
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among many others, which makes it an attractive alternative for the more traditional 

antibiotic-based selectable markers. Methyl viologen (a superoxide generator) and sodium 

chloride were not compatible with routine regeneration protocols and it would be difficult to 

adjust the proper conditions to use the flavodoxin gene for primary selection. Instead, we 

propose that this gene would be better suited as an alternative for secondary selection to 

remove the antibiotic-based genes previously used during primary selection.  

Keywords: Transplastomic plants, chloroplast, tobacco, bovine rotavirus, equine, lumazine 

synthase, VP8, vaccine, lyophilization, IgY, flavodoxin, selector, abiotic stress. 
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Introducción general 

Sistemas de expresión en plantas y plantas como biorreactores 

La transformación de especies vegetales es empleada en investigación básica y en 

numerosas aplicaciones biotecnológicas. Su aprovechamiento comprende múltiples objetivos, 

incluyendo la expresión de proteínas de interés industrial y/o farmacológico, la resistencia a 

patógenos y el mejoramiento de características de interés agronómico (Daniell et al., 2002). 

Las plantas representan un sistema alternativo de expresión de proteínas heterólogas 

con diversas ventajas que lo diferencian de los sistemas más clásicos y ya establecidos basados 

en cultivo de células eucariotas (mamíferos, insectos o levaduras) o bacterianos (Giddings, 

2001; Mett et al., 2008). Se denomina “molecular farming” a la práctica de aprovechamiento 

de las plantas como biorreactores para la producción de moléculas y productos recombinantes 

de alto valor agregado (Ma et al., 2003). Esta práctica, que fue posibilitada por la metodología 

del ADN recombinante y la transferencia de genes en plantas, surgió a finales de la década del 

80 siendo su primer exponente la producción de un anticuerpo monoclonal en plantas de 

tabaco (Hiatt et al., 1989). Este primer trabajo permitió poner en evidencia el potencial del 

sistema de producción y desde ese entonces el sistema se fue optimizando y se ha logrado 

producir exitosamente en diversas especies de plantas un sinnúmero de moléculas que 

abarcan desde proteínas de interés industrial o farmacéutico, a proteínas utilizadas en 

diagnóstico médico, antígenos vacunales, vitaminas, carbohidratos, biopolímeros y otros 

productos secundarios (Jin and Daniell, 2015; Paul et al., 2013). Las especies empleadas más 

frecuentemente son tabaco (Nicotiana tabacum y Nicotiana benthamiana) y lechuga (Lactuca 

sativa), y en menor medida alfalfa, espinaca, soja, papa, arroz, maíz, tomate, frutilla, zanahoria 

y Arabidopsis thaliana entre otras (Rybicki, 2009). 

Los primeros productos recombinantes producidos en plantas en llegar al mercado 

fueron enzimas recombinantes. Tal fue el caso de tripsina, avidina, lacasa y β-glucuronidasa 

(Sigma-Aldrich, producidas en maíz) y aprotinina (Prodigene y Sigma-Aldrich, producidas en 

maíz y tabaco)(Hood et al., 1997; Hood et al., 2003; Witcher et al., 1998; Woodard et al., 2003; 

Zhong et al., 1999). Su destino es el uso en la industria de investigación y/o diagnóstico. Entre 

otros productos se encuentran la hormona de crecimiento humana y citoquinas, ambos 

aprobados no solo para diagnóstico sino también para uso en la industria cosmética (ORF 

Genetics produce estas moléculas en semillas de cebada, 

http://orfgenetics.com/ISOkine/ProductList/).  
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El primer anticuerpo monoclonal derivado de plantas en llegar al mercado fue el 

producido en Cuba por la empresa Heber Biotec. Este anticuerpo, producido en tabaco, está 

dirigido contra el antígeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) y es utilizado de rutina para 

la purificación por inmunoafinidad del HBsAg recombinante para la producción de vacunas 

contra hepatitis B (Pujol et al., 2005). Además, los organismos regulatorios europeos 

aprobaron en el año 2003 un anticuerpo monoclonal secretor (CaroRx) producido en tabaco 

contra Streptococcus mutans para ser usado en medicina odontológica para prevenir la 

colonización microbiana por esta bacteria y la formación de caries en humanos (Ma et al., 

1998; Spök et al., 2008). 

En cuanto a las vacunas producidas en plantas, la primera en obtener aprobación por 

el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, en el año 2006, fue diseñada contra el 

virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) que afecta a los pollos y fue producida en cultivo 

de células de tabaco por la empresa Dow AgroScience (Vermij and Waltz, 2006). Hasta el 

momento sigue siendo la única vacuna recombinante producida en plantas en tener 

aprobación, aunque la misma no es comercializada (Meeusen et al., 2007). 

Más recientemente, la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados 

Unidos aprobó en el año 2012 la primera proteína terapéutica recombinante producida en 

plantas y para su uso en humanos: la glucocerebrosidasa para el tratamiento de la enfermedad 

de Gaucher. La enzima se comercializa bajo el nombre de ELELYSO y es producida por la 

empresa Protalix en cultivo de células de zanahoria (Fox, 2012; Shaaltiel et al., 2007). Por otro 

lado, en el año 2014, frente a una epidemia de ébola en el oeste de África, se aprobó el uso de 

emergencia de un cóctel de 3 anticuerpos monoclonales (ZMapp) producidos en plantas de 

tabaco por la empresa Mapp Biopharmaceutical. Pese a no contar con autorización comercial y 

con solo algunos estudios iniciales en animales el cóctel terapéutico fue administrado en unos 

pocos individuos infectados, la mayoría de los cuales pudieron recuperarse de la mortal 

enfermedad (Fox, 2012; Lyon et al., 2014)(http://edition.cnn.com/2014/08/21/health/ebola-

patient-release/index.html). Asimismo, la empresa canadiense Medicago ha sido autorizada 

para el uso en casos de emergencia de una vacuna recombinante producida en tabaco contra 

el virus de la Influenza humana ante la aparición de una pandemia de gripe (D'Aoust et al., 

2010; Landry et al., 2014)(http://www.medicago.com/English/Products/product-

pipeline/default.aspx). Es particularmente a partir de estos últimos casos que se ha puesto en 

evidencia al público general el potencial de las plantas como biorreactores. 
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Entre las ventajas más importantes que presentan los sistemas de expresión basados 

en plantas se destacan el bajo costo y la facilidad de escalado para generar una gran cantidad 

de biomasa. Esta metodología evita el uso de medios de cultivos costosos y solo se requiere de 

energía lumínica, agua y sustrato para sustentar el crecimiento. Además, la producción a gran 

escala no requiere infraestructura especializada sino que se utiliza la misma maquinaria 

utilizada en el cultivo, cosecha, procesado y almacenamiento de plantas no transgénicas 

(Daniell et al., 2009; Twyman et al., 2003). Adicionalmente, el uso de un sistema vegetal 

implica que no existen riesgos de contaminación con patógenos animales o humanos, toxinas 

microbianas o secuencias oncogénicas, tal como suele ocurrir en otros sistemas (Streatfield 

and Howard, 2003). Otra de las ventajas del sistema de producción en plantas es que los 

mecanismos de síntesis y secreción de proteínas y las modificaciones post-traduccionales, 

como la glicosilación y la formación de puentes disulfuro, son los propios de las células 

eucariotas (Gomord and Faye, 2004). Por último, las plantas permiten el almacenamiento 

estable de las proteínas recombinantes durante largos periodos de tiempo a temperatura 

ambiente en tejidos de almacenamiento como semillas o tubérculos, facilitando su 

conservación, transporte y distribución, contribuyendo a abaratar costos (Lau and Sun, 2009; 

Sala et al., 2003; Streatfield and Howard, 2003). De manera similar, la liofilización de las hojas 

permite que las proteínas recombinantes se mantengan estables, preserven un plegamiento 

adecuado y presenten una correcta formación de puentes disulfuro, incluso luego de 

almacenamiento por largos periodos a temperatura ambiente. Se elimina de este modo la 

necesidad de mantener la cadena de frío y se simplifica el almacenamiento, transporte y, en el 

caso de los antígenos, la inmunización posterior (Su et al., 2015). La liofilización presenta 

beneficios adicionales ya que también permite concentrar los productos recombinantes, 

facilitando su purificación, y elimina la contaminación microbiana presente en la superficie de 

las hojas frescas, haciendo más segura a la administración por vía oral de material liofilizado en 

polvo (Kwon et al., 2013a). En esta vía, la pared celular protege a los antígenos recombinantes 

de la degradación en por las enzimas y el entorno acídico del estómago y resulta degradada 

por las bacterias del intestino, permitiendo que el producto recombinante alcance el torrente 

sanguíneo o el tejido linfoide asociado a las mucosas. La administración oral de material 

vegetal resulta de particular utilidad para conferir inmunidad frente a microorganismos que 

colonizan las mucosas (Chan and Daniell, 2015). 

Existen dos metodologías clásicas empleadas para transformar el genoma nuclear de 

manera estable para introducir genes foráneos en plantas, los cuales serán transmitidos de 

una generación a otra. Una estrategia está basada en el uso de Agrobacterium tumefaciens 
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mientras que la segunda se basa en la biobalística. Como resultado de ambas metodologías los 

transgenes son incorporados al genoma nuclear de manera azarosa en una o más copias. En 

consecuencia, la expresión de los transgenes suele estar con frecuencia afectada por 

silenciamiento transcripcional y/o post-transcripcional (Fagard and Vaucheret, 2000). Es por 

este motivo que al generar una planta transgénica por alguna de estas metodologías se debe 

hacer un análisis exhaustivo de los niveles de expresión de un gran número de eventos de 

transformación para encontrar el evento que presenta los niveles de expresión más 

convenientes. No obstante, los niveles de expresión de proteína recombinante que 

típicamente se obtienen al transformar plantas a nivel nuclear suelen ser bajos, representando 

generalmente entre el 0,01 y 0,5% de la proteína soluble total (Daniell et al., 2001b; Floss et 

al., 2007; Molina et al., 2004). 

La transformación transitoria surgió como una alternativa para verificar rápidamente la 

expresión de genes y la estabilidad de sus proteínas en plantas. Para ello se emplearon en un 

principio vectores o amplicones virales los cuales eran introducidos por la técnica de 

agroinfiltración empleando A. tumefaciens. Con el correr de los años fueron apareciendo 

nuevos vectores que incorporan supresores de silenciamiento y cuyos elementos regulatorios 

están optimizados para alcanzar niveles muy altos de expresión en plazos muy cortos (5-6 días) 

(Peyret and Lomonossoff, 2015). Estos sistemas son, como comentaramos antes, muy útiles 

para dar respuesta en muy corto plazo a demandas sanitarias, como por ejemplo distintos 

tipos de pandemias (Streatfield et al., 2015). Esta es una de las técnicas empleadas 

rutinariamente en la actualidad por la industria dedicada al molecular farming. La principal 

desventaja de esta metodología radica en que las transgenes introducidos no son heredables 

por lo que se deben transformar las plantas de novo cada vez que se necesite el producto 

recombinante. 

La transformación del genoma de cloroplastos es una estrategia alternativa de 

transformación estable que combina las mejores características de las técnicas anteriormente 

mencionadas para la expresión de proteínas heterólogas. El cloroplasto es una organela de 

origen endosimbiótico dentro de la cual tiene lugar el proceso de fotosíntesis y que posee un 

genoma pequeño y circular de ADN de entre 120-220 kb que codifica alrededor de 130 genes 

(Figura 1) (Rogalski et al., 2015). Dada la naturaleza poliploide del cloroplasto, una sola célula 

vegetal es capaz de albergar alrededor de 10.000 moléculas de genoma (una célula de 

mesófilo contiene alrededor de 100 cloroplastos, los cuales a su vez contienen hasta unas 100 

copias de genoma cada uno) (Elizabeth, 2005). En la mayoría de las especies el genoma 

plastídico contiene dos regiones invertidas repetidas (IRA e IRB), las cuales separan una región 
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larga (LSC) y una región corta (SSC), ambas de copia única (Figura 1). A su vez, a grandes 

rasgos, los genes del genoma plastídico pueden clasificarse en dos grupos: aquellos 

involucrados en la fotosíntesis y los que participan en los procesos de replicación, transcripción 

y traducción. Sin embargo, la mayoría de las proteínas presentes dentro del cloroplasto son 

codificadas a nivel nuclear (Bock, 2015). 

Figura 1. Representación de la organización del genoma de cloroplasto de N. tabacum. Se 
encuentran indicados los principales genes, las regiones invertidas repetidas (IRA e IRB) y las 
regiones larga (LSC) y corta (SSC) de copia única. Se indican con flechas los sitios de 
integración, ubicados en las regiones repetidas, empleados durante la presente tesis para 
transformar el genoma de cloroplasto. Esquematizado a partir de (Lohse et al., 2013). 

Las plantas transgénicas transformadas a nivel del genoma plastídico se denominan 

transplastómicas y presentan varias ventajas por sobre la transformación nuclear. En primer 

lugar, los niveles de expresión suelen ser varios ordenes de magnitud superiores a los 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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obtenidos en plantas transgénicas nucleares. Utilizando esta técnica se han caracterizado 

plantas que expresan niveles de proteína recombinante de hasta alrededor del 70% de la 

proteína soluble total (PST) (Oey et al., 2009; Ruhlman et al., 2010). Esto se debe a la 

poliploidía del genoma plastídico y la ausencia de efectos de posición y silenciamiento, dado 

que la inserción en el genoma no ocurre al azar sino por recombinación homóloga en un sitio 

predeterminado (Bock, 2007). El hecho de que la integración sea dirigida implica que todas las 

plantas transplastómicas generadas son clones y no hace falta hacer un análisis de una gran 

cantidad de líneas como ocurre en la transformación nuclear (Svab and Maliga, 1993). Además, 

dado que los cloroplastos son heredados por vía materna en la mayoría de las especies, las 

plantas transplastómicas presentan una ventaja desde el punto de vista de la bioseguridad ya 

que no hay riesgo de transferencia horizontal del transgén por dispersión del polen (Daniell, 

2007; Daniell et al., 1998). Otra de las ventajas de la expresión plastídica es que dada la 

naturaleza procariota de la organela se pueden expresar varios genes en simultáneo a partir de 

operones, lo cual no es posible a nivel nuclear (De Cosa et al., 2001; Kumar et al., 2012). Por 

otro lado, si bien las proteínas pueden plegarse correctamente en el ambiente del estroma del 

cloroplasto, pudiendo formar incluso puentes disulfuro, es importante destacar la ausencia de 

glicosilación dentro de la organela (Bally et al., 2008). Según el caso, este tipo de modificación 

post-traduccional puede jugar un rol crucial en la estabilidad o actividad biológica de la 

proteína recombinante. Si la glicosilación no fuera un requisito indispensable, la expresión 

plastídica sería beneficiosa ya que se evitaría el agregado de residuos glicosídicos típicos de 

plantas que pueden resultar inmunogénicos cuando los productos recombinantes son 

administrados a otros organismos (Gomord et al., 2010). 

 

Transformación de cloroplastos por biobalística 

La biobalística (Figura 2A) es el método más empleado para transformar el genoma de 

cloroplasto (Lutz et al., 2006). La técnica consiste en el recubrimiento de micropartículas de 

oro (o alternativamente tungsteno) con el vector que contiene uno o varios transgenes, entre 

los cuales se incluye uno que confiera resistencia a un agente selector. La entrada del material 

genético en las células vegetales se produce a partir de la aceleración, mediante el uso de un 

cañón génico y gas helio a alta presión, de las partículas en una cámara de vacío y su posterior 

impacto en el tejido vegetal a transformar (explanto). Una vez ocurrido el daño el ADN del 

vector logra ingresar a la organela donde finalmente ocurre la recombinación homóloga entre 

el plastoma y las secuencias flanqueantes que se encuentran a ambos lados de los transgenes 
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del vector (Figura 2B). Como resultado del proceso solo unas pocas copias del genoma de 

cloroplasto resultan transformadas, las cuales deben ser posteriormente seleccionadas 

mediante el uso del agente selector correspondiente. Para ello se colocan los explantos 

divididos en fragmentos más pequeños en un medio que contiene el selector más hormonas 

que permiten la regeneración de brotes resistentes únicamente a partir de las células 

transformadas. La presencia continua del selector en el medio favorece el enriquecimiento de 

las copias transformadas del plastoma a medida que ocurre la multiplicación celular. Es 

frecuente que en esta primera instancia las plantas obtenidas aún presenten una mezcla de 

plastomas transformados y no transformados (son heteroplásticas), por lo cual deben ser 

sometidas a nuevas rondas de regeneración adicionales en presencia del agente selector para 

garantizar la homogeneidad de plastomas transformados (estado homoplastídico) (Bock, 

2001). Las plantas obtenidas desarrollan raíces en un medio sin hormonas y finalmente se 

crecen en sustrato en invernadero dando lugar a semillas que heredan los transgenes y por 

tanto deben ser capaces de germinar en presencia del selector (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Transformación del genoma plastídico mediante biobalística y recombinación 
homóloga. (A) Se esquematiza el cañón génico empleado en biobalística. A una presión 
determinada la membrana de ruptura se rompe y permite la aceleración de la membrana 
transportadora con las micropartículas recubiertas con el ADN. La membrana es retenida por 
una malla que permite el paso de las partículas para que están impacten en el tejido a 
transformar. La presión y las distancias I, II y III pueden ser variadas en función del tejido a 
transformar. (B) Una vez dentro de las células vegetales el ADN del vector se integra en unas 
pocas copias del genoma de cloroplasto (ADNCp) mediante recombinación de las secuencias 
flanqueantes homólogas del vector con el plastoma. De esta manera se incorpora al genoma el 
gen aadA que confiere resistencia al antibiótico espectinomicina y que permite la selección 
posterior de los plastomas transformados. Adaptado de (Bock and Khan, 2004). 
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Figura 3. Procedimiento empleado para la obtención de plantas transplastómicas. Semillas 
de N. tabacum cv. Petit Havana son esterilizadas y germinadas in vitro (a). Las hojas de plantas 
de unas 3 semanas de edad, colocadas en un medio con hormonas para permitir la 
regeneración, conforman el material vegetal (explanto) que se emplea para la transformación 
(b) mediante biobalística usando un cañón génico PDS-1000/He fabricado por BioRad (c). 
Luego de 48 hs post-transformación los explantos son cortados en fragmentos más pequeños y 
son colocados en medio de regeneración en presencia del antibiótico espectinomicina para 
seleccionar las células vegetales transformadas (d). En paralelo se realizan controles de 
selección (en medio de regeneración con y sin antibiótico, respectivamente) con hojas wild-
type sin transformar (e). Luego de aproximadamente 4 semanas regeneran los primeros brotes 
resistentes al antibiótico (f), los cuales son cortados colocados en medio con antibiótico y sin 
hormonas donde regeneran raíces espontáneamente (g). Fragmentos de hoja de estas plantas 
son sometidos a dos rondas adicionales de regeneración para asegurar la homoplastia (h). 
Finalmente los brotes obtenidos son enraizados y dan lugar a una planta (i) que es removida 
del medio de cultivo y transferida a sustrato en un invernadero para desarrollarse y dar lugar a 
semillas que portan los transgenes (j). 

 

En la actualidad existen diversos vectores empleados en la transformación de 

cloroplastos, los cuales difieren en la identidad de los diferentes elementos que lo componen 

(desde las regiones flanqueantes que permiten la recombinación hasta los promotores, 

terminadores y secuencias no traducibles, entre otros) (Jin and Daniell, 2015). En nuestro 

laboratorio se desarrolló previamente el vector pBSW5´UTR el cual dirige la integración a una 
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región intergénica transcripcionalmente activa entre los genes rrn16S y trnI (en el operón rrn), 

la cual a su vez está ubicada dentro de las repeticiones invertidas del plastoma. El vector 

permite la expresión del gen aadA, el cual confiere resistencia al antibiótico espectinomicina, y 

el gen de interés a partir de un operón. Un promotor Prrn y un sitio de unión a ribosoma 

controlan la expresión de ambos genes mientras que el promotor fuerte inducible por luz y la 

región 5´ no traducible (5´UTR, que incluye un sitio de unión a ribosoma) del gen psbA 

permiten la sobre-expresión del gen de interés. Como terminador de la transcripción se incluye 

el correspondiente al gen RPS16 (Segretin, 2009; Wirth, 2005). 

El vector pBSW5´UTR ha sido empleado exitosamente en el laboratorio para la 

obtención de plantas transplastómicas de Nicotiana tabacum y Solanum tuberosum que 

expresan distintos tipos de moléculas, las cuales abarcan desde la enzima β-glucuronidasa 

(Segretin et al., 2011) y proteínas antimicrobianas (osmotina AP24, β-1,3-glucanasa, 

dermaseptina s1 y defensinas) para conferir resistencia a patógenos, hasta proteínas de 

interés farmacéutico (factor de crecimiento epidérmico humano, hEGF, (Wirth et al., 2006)) y 

antígenos vacunales humanos (E7 del virus del papiloma humano, (Morgenfeld et al., 2009)) 

para molecular farming. Se han expresado variantes de algunas de estas proteínas fusionadas 

por su extremo N-terminal a otras proteínas de manera de conferirles estabilidad y/o 

inmungenicidad incrementada. Asimismo, se desarrollaron otras variantes que permiten el 

redireccionamiento mediante péptidos de tránsito desde el estroma hacia el lumen del 

cloroplasto entorno en el cual, en algunos casos, pudieron obtenerse mejores niveles de 

expresión (Lentz et al., 2012; Morgenfeld et al., 2014). El grupo cuenta además con experiencia 

en el desarrollo de plantas transgénicas nucleares para la producción de moléculas de interés 

terapéutico (Wirth et al., 2004; Wirth, 2005). 

 

Vacunas de interés veterinario y molecular farming 

La vacunación con fines veterinarios constituye una estrategia efectiva para la 

prevención y control del desarrollo de enfermedades virales infecciosas, las cuales tienen un 

impacto negativo en la salud y bienestar animal y son responsables de pérdidas importantes 

de rendimiento. El objetivo principal de la vacunación es, precisamente, mejorar la salud, la 

calidad de vida y la producción animal de manera costo-efectiva. Ciertos tipos de infecciones 

pueden incluso predisponer a los animales para infectarse posteriormente con patógenos de 

otro tipo (Martella et al., 2010; Ruiz et al., 2015; Shams, 2005). La mejoría obtenida en la salud 

mediante vacunación no solo repercute en los animales, sino que también puede tener un 
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efecto sobre la salud humana ya que muchas enfermedades que afectan animales son de tipo 

zoonótico (Woolhouse and Gowtage-Sequeria, 2005). 

Los sistemas empleados para la producción de vacunas recombinantes deben ser 

idealmente rápidos y de bajo costo, permitiendo un fácil almacenamiento, distribución, 

purificación y administración de proteínas recombinantes funcionales para vacunación (Floss 

et al., 2007; Ruiz et al., 2015). 

Las estrategias actuales de vacunación animal hacen uso de sistemas basados en 

bacteria, células de levadura o de mamífero para la producción de cepas patogénicas intactas 

atenuadas o inactivadas. Si bien las cepas atenuadas perdieron la virulencia, estas todavía son 

replicativas y se corre el riesgo de que su material genético recombine dando nuevamente 

lugar a una cepa virulenta infectiva (Muskett et al., 1985). En nuestro país no están permitido 

este tipo de  vacunas para bovinos ni equinos, sin embargo si están permitidas en avicultura. 

Además, cabe mencionar que la administración de partículas virales atenuadas completas 

interfiere con los análisis serológicos posteriores para control de las enfermedades (Ruiz et al., 

2015). Es por eso que las vacunas a subunidad constituyen una alternativa más segura ya que 

solamente están compuestas por antígenos aislados y en ningún momento está presente la 

potencial infección por el uso de un virus completo. Para este tipo de vacunas el uso de 

sistemas de producción clásicos en células eucariotas conlleva el riesgo asociado de 

contaminación con patógenos o toxinas que potencialmente pueden afectar a los animales 

(EMA, 2015; Fischer et al., 2013). 

Desde hace alrededor de dos décadas, las plantas se han venido posicionando como 

sistemas alternativos de producción de vacunas a subunidad con fines veterinarios (Obembe et 

al., 2011; Rybicki, 2014). Tal y como se mencionó anteriormente, el uso de plantas para 

molecular farming constituye una alternativa de bajo costo, fácilmente escalable, desprovista 

de contaminantes animales, que permite modificaciones post-traduccionales y que presenta 

almacenamiento y distribución simplificada de los antígenos vacunales.  

En la actualidad existe una gran cantidad de trabajos dedicados a la producción de 

antígenos vacunales de interés veterinario mediante molecular farming en especies vegetales 

de lo más diversas transformadas por diferentes metodologías. Se han podido expresar 

exitosamente en buenos niveles distintos antígenos virales, bacterianos y de parásitos 

eucariotas cuya inmunogenicidad ha sido oportunamente demostrada en los modelos 

animales de interés usando diferentes vías de inmunización (por inyección o vía oral, para 
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producir respuestas de tipo humoral o a nivel de mucosas, respectivamente) (Floss et al., 2007; 

Liew and Hair-Bejo, 2015; Ruiz et al., 2015; Rybicki, 2010; Scotti and Rybicki, 2013). 

La vacuna hecha en plantas contra el virus de la enfermedad Newcastle (NDV) de 

pollos fue la primera en obtener aprobación regulatoria del Departamento de Agricultura de 

los Estados Unidos Virus en el año 2006. El antígeno viral recombinante NH producido 

mediante transformación con Agrobacterium fue capaz de proteger a los pollos frente a la 

infección con NDV (Cardinau et al., 2004; Vermij and Waltz, 2006). Si bien Dow AgroSciences 

cuenta con la aprobación necesaria, esta vacuna no se comercializa en la actualidad. El 

producto sirvió más bien como prueba de concepto de la factibilidad regulatoria para aprobar 

un producto recombinante hecho en plantas (Meeusen et al., 2007). 

La facilidad de evaluación de los antígenos en sistemas animales específicos y la 

demostración de una regulatoria más laxa en el caso de antígenos de interés veterinario, 

comparada con aquellos producidos para uso en humanos, han contribuido enormemente a la 

intensificación del molecular farming (Liew and Hair-Bejo, 2015; Rybicki, 2010; Santi, 2009).  

En la tabla 1 se muestran solo algunos de los antígenos virales de interés veterinario 

más relevantes producidos en plantas. Como puede apreciarse, los antígenos expresados, las 

especies y metodología de transformación empleadas y los modelos de evaluación animal son 

de lo más variados (Liew and Hair-Bejo, 2015; Rybicki, 2010). 
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Animal 
Virus Antígeno Especie vegetal Sistema de expresión Modelo Animal Referencia 

Bovino 

Rotavirus 

VP2, VP6, VP7 Nicotiana benthamiana Plantas transgénicas Ratón (O) 
(Yang et al., 

2011) 

VP2, VP6 Solanum lycopersicum Plantas transgénicas Ratón (IP) 
(Saldana et 
al., 2006) 

VP6 

Chenopodium amaranticolor Expresión transitoria Ratón (O) 
(Zhou et al., 

2010) 

Medicago sativa Plantas transgénicas Ratón (IG) 
(Dong et al., 

2005) 

VP8 Nicotiana tabacum Plantas transplastómicas Ratón (IP) 
(Lentz et al., 

2011) 

Virus de la fiebre aftosa 
(FMDV)       

(Ganado Bovino, Ovino, 
Porcino, Caprino) 

VP1 

Chenopodium quinoa, 
Nicotiana benthamiana 

Infección con Virus del 
mosaico del bambú 

Cerdo (IM) 
(Yang et al., 

2007) 

Chenopodium amaranticolor, 
Nicotiana benthamiana 

Infección con Virus A de la 
necrosis del tabaco 

Ratón (IM) 
(Zhang et al., 

2010) 

Stylosanthes guianensis Plantas transgénicas Ratón (O) 
(Wang et al., 

2008) 

Crotalaria juncea Plantas transgénicas Cobayo (O, P) 
(Rao et al., 

2012) 

Nicotiana tabacum Plantas transplastómicas ne 
(Li et al., 

2006) 

Nicotiana tabacum Plantas transplastómicas Ratón (IP) 
(Lentz et al., 

2009) 

P1 Nipponbare (Arroz Japonica) Plantas transgénicas Ratón (IP, O) 
(Wang et al., 

2012) 

P1-2A3C Solanum lycopersicum Plantas transgénicas Cobayo (IM) 
(Pan et al., 

2008) 

VP1, VP4, 2C, 3D Nicotiana benthamiana Expresión transitoria Cobayo (IM) 
(Andrianova 
et al., 2011) 

Papilomavirus (BPV) L1 Nicotiana benthamiana Expresión transitoria Conejo 
(Love et al., 

2012) 

Virus de la lengua azul 
(BTV) 

VP2, VP3, VP5, 
VP7 

Nicotiana benthamiana Expresión transitoria Oveja (SC) 
(Thueneman

n et al., 
2013) 

Virus de la diarrea viral 
bovina (BVDV) 

E2 

Nicotiana tabacum Expresión transitoria Cobayo (SC) 
(Nelson et 
al., 2012) 

Medicago sativa Plantas transgénicas 
Cobayo (IM), 
Bovino (IM) 

(Perez 
Aguirreburua

lde et al., 
2013) 

Pollo 

Virus de la enfermedad 
Newcastle (NDV) 

Proteína de fusión Zea mays Plantas transgénicas Pollo (O) 
(Guerrero-
Andrade et 
al., 2006) 

Virus de la bronquitis 
infecciosa (IBV) 

Glicoproteína S1 
Solanum tuberosum 

(tubérculo) 
Plantas transgénicas 

Ratón (IG), 
Pollo (O, IM) 

(Zhou et al., 
2003) 

Virus de la enfermedad 
de bursitis infecciosa 

(IBDV) 
VP2 

Oryza sativa (Japonica) 
(Semillas) 

Plantas transgénicas Pollo (O) 
(Wu et al., 

2007) 

Chenopodium quinoa 
Infección con Virus del 

mosaico del bambú 
Pollo (IM) 

(Chen et al., 
2012) 

Nicotiana benthamiana Expresión transitoria Pollo (IM) 
(Gomez et 
al., 2013) 

Cerdo 

Virus de 
la gastroenteritis 

porcina transmisible 
(TGEV) 

S 

Zea mays (Semillas) Plantas transgénicas 
Ratón, Cerdos 

(O) 
(Streatfield 
et al., 2001) 

Zea mays (Semillas) Plantas transgénicas Cerdos (O) 
(Lamphear et 

al., 2004) 

Conejo 
Virus de la enfermedad 
hemorrágica del conejo 

(RHDV) 
VP60 

Solanum tuberosum (Hoja) Plantas transgénicas Conejo (SC, IM) 
(Castanon et 

al., 1999) 

Solanum tuberosum 
(Tubérculo) 

Plantas transgénicas Conejo (IM) 
(Martin-

Alonso et al., 
2003) 

Perro Parvovirus Canino 2L21 Nicotiana tabacum Plantas transplastómicas 
Ratón (IP, P, 

IG), Conejo (P) 

(Molina et 
al., 2004; 

Molina et al., 
2005) 

Tabla 1. Algunos de los ejemplos más significativos de molecular farming en plantas para la 
producción de antígenos de interés veterinario. Se detallan las especies animales, los 
antígenos virales producidos, las especies vegetales transformadas, los métodos de 
transformación empleados y los modelos animales en los que se evaluó exitosamente la 
inmunogenicidad de los antígenos recombinantes. Se resaltaron los trabajos llevados a cabo 
por nuestro grupo en plantas transplastómicas. Se incluyen las vías de administración de los 
antígenos (O: oral, IG: intragástrica, IM: intramuscular, IP: intraperitoneal, SC: subcutánea, P: 
parenteral). Adaptada de (Liew and Hair-Bejo, 2015; Ruiz et al., 2015). 
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Dado que el nivel de expresión de los antígenos recombinantes es un factor crucial del 

cual depende la factibilidad económica del sistema de producción, las plantas transplastómicas 

resultan una alternativa aún más interesante. Estas no solo requieren tiempos menores para 

su caracterización sino que además permiten obtener niveles de expresión varios ordenes de 

magnitud superiores respecto a los que se observan en plantas transgénicas nucleares (Floss et 

al., 2007; Mason et al., 2002; Rybicki, 2010). Existen diversos trabajos de molecular farming de 

antígenos vacunales de uso veterinario en plástidos que también han sido validados en 

modelos animales. Algunos ejemplos de antígenos virales producidos en cloroplastos se 

observan en la tabla 1. Por otro lado, existen trabajos que abarcan otro tipo de antígenos 

bacterianos en cloroplastos como la subunidad B de la toxina colérica (CTB), FaeG de fimbrias 

de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), el antígeno protector (PA) de Bacillus anthracis, la 

subunidad B de la toxina lábil al calor de E. coli, entre otros (Daniell et al., 2001a; Kang et al., 

2004; Kang et al., 2003; Kolotilin et al., 2012; Koya et al., 2005; Shen et al., 2010; Watson et al., 

2004).  

Otra estrategia alternativa en plantas es la producción de anticuerpos recombinantes, 

los cuales pueden ser administrados por vía oral como terapéuticos o para conferir protección 

pasiva frente a la infección. Varios trabajos han reportado la producción de anticuerpos de tipo 

scFv, IgA y VHH, y sus fusiones derivadas, en plantas (Fischer et al., 2004; Floss et al., 2007; 

Lentz et al., 2012). 

A pesar de que se cuenta con muchos resultados alentadores de ensayos de expresión 

e inmunización animal, todavía no se cuenta con una vacuna de uso veterinario producida en 

cloroplastos en el mercado (Bock, 2015). 

Usando el vector pBSW5´UTR, nuestro grupo ha sido capaz de expresar exitosamente 

en plantas transplastómicas varias proteínas de interés veterinario. Nuestro grupo cuenta con 

experiencia en la producción de antígenos vacunales virales y nanoanticuerpos (anticuerpos de 

dominio simple) de interés veterinario, en plantas transplastómicas. Por un lado se expresó un 

epítope del antígeno VP1 de FMDV fusionado a la proteína GUS (Lentz et al., 2009) y, además, 

en otro trabajo se expresó en el mismo sistema el antígeno VP8 de cápside de BRV (Lentz et 

al., 2011)(Tabla 1). Ambos antígenos virales resultaron inmunogénicos en un modelo de ratón. 

Adicionalmente, en el caso de VP8, los anticuerpos IgG producidos luego de la inmunización 

permitieron proteger de manera pasiva a las crías en un modelo de ratón lactante. 

Por otra parte, el grupo dirigido por el Dr. Wigdrovitz, del Instituto de Virología del 

INTA-Castelar, también cuenta con experiencia en molecular farming a partir de plantas 
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transgénicas. Este grupo ha transformado con éxito alfalfa para la producción de antígenos de 

FMDV, BVDV y BRV. En los casos de FMDV y BRV se demostró la inmunogenicidad y protección 

de los antígenos en un modelo murino (Dus Santos et al., 2005; Dus Santos et al., 2002; 

Wigdorovitz et al., 1999; Wigdorovitz et al., 2004). Además, en el caso de BVDV la proteína 

recombinante resulto inmunogénica y protectiva en bovinos (Perez Aguirreburualde et al., 

2013). Fue precisamente a partir de nuestra colaboración con este grupo, y basándonos en sus 

trabajos previos, que pudimos demostrar la capacidad de las plantas transplastómicas para 

producir niveles de expresión notablemente mayores de algunos de estos antígenos en 

cloroplastos. 

El presente trabajo de tesis está dedicado a ahondar la colaboración entre ambos 

grupos para la producción de antígenos de interés veterinario de bajo costo derivando en un 

potencial candidato para una vacuna comercial de uso en la industria veterinaria. 

El trabajo está dividido en tres secciones: 

En las primeras dos secciones se presentan los resultados de la generación de plantas 

transplastómicas de tabaco expresando antígenos vacunales de interés veterinario fusionados 

a la proteína decamérica y altamente inmunogénica lumazina sintasa de Brucella spp (BLS). 

Brevemente, la proteína BLS permite fusionar otras proteínas a su extremo N-terminal 

para luego plegarse como un dímero de pentámeros altamente estable. Funciona como 

adyuvante y presentador, incrementando marcadamente la inmunogenicidad de los péptidos a 

los que esta unido covalentemente (Berguer et al., 2006; Craig et al., 2005; Velikovsky et al., 

2002; Zylberman et al., 2004). 

Rotavirus es la principal causa de diarrea en terneros y potrillos recién nacidos, 

ocasionando importantes pérdidas económicas a nivel mundial. Dado que las crías recién 

nacidas son particularmente suceptibles a ser infectadas, resulta esencial contar con 

estrategias de inmunización destinadas a estimular la inmunidad pasiva por la transmisión de 

anticuerpos del calostro y la leche originados a su vez por la vacunación activa de las madres 

(Fernandez et al., 1998; Garaicoechea et al., 2006; Saif et al., 1994; Saif and Fernandez, 1996). 

La proteína VP8* surge del clivaje proteolítico de VP4 de la cápside de rotavirus. Se 

trata de una proteína no glicosilada que constituye un determinante importante de 

infectividad viral. La proteína VP8 resulta particularmente atractiva para el desarrollo de 

vacunas recombinantes a subunidad ya que presenta epitopes capaces de generar anticuerpos 
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de tipo neutralizante (Kalica et al., 1983; Ruggeri and Greenberg, 1991; Stencel-Baerenwald et 

al., 2014). 

En la primera sección se muestran los resultados correspondientes a la expresión en 

plantas transplastómicas de tabaco de la proteína VP8d (fragmento menor de VP8*) de 

Rotavirus Bovino (RVB), cepa C486 fusionada a BLS (Dormitzer et al., 2002). 

En los últimos años en la Argentina, pese a que se cuenta con una vacuna comercial 

formulada con rotavirus equino inactivado, se ha registrado un aumento considerable en la 

incidencia de gastroenteritis ocasionada por otras variantes de rotavirus equino para los cuales 

la vacuna no resulta protectiva (Barrandeguy et al., 1998; Garaicoechea et al., 2011). Resulta 

entonces de particular interés la formulación de una vacuna recombinante a subunidad que 

permita conferir inmunidad frente a los diferentes serotipos circulantes en la actualidad. Es 

importante mencionar también la necesidad del mercado de contar con este tipo de vacuna y 

el alto poder adquisitivo del mismo. 

En la segunda sección se muestran los resultados correspondientes a la expresión en 

plantas transplastómicas de tabaco de la proteína VP8d de Rotavirus Equino (RVE), cepa H2 

tanto sola como fusionada a BLS. 

Desde hace varios años, por cuestiones vinculadas a bioseguridad y percepción 

pública, existe una tendencia a intentar evitar el uso de genes de resistencia a antibióticos para 

la generación de plantas transplastómicas. En su lugar han sido propuestos numerosos y 

novedosos esquemas de selección (Breyer et al., 2014). De acuerdo con esta corriente de 

pensamiento, en la última sección de la presente tesis se detallan los esfuerzos para generar 

un vector de transformación de cloroplastos de tabaco que portara un gen que permitiera la 

selección de las plantas transformadas por tolerancia a estrés. Como gen selector se eligió a 

flavodoxina de Anabaena sp., el cual codifica un transportador de electrones que contiene una 

molécula de flavina como grupo prostético. Su presencia está restringida a los procariotas y 

algunas algas eucariotas, observándose en cianobacterias aumentos drásticos de sus niveles 

cuando son expuestas al herbicida metil viológeno y a otros compuestos propagadores de 

superóxidos. Ya ha sido descripto que en plantas transgénicas de tabaco la expresión de 

flavodoxina resulta en una mayor tolerancia a estrés oxidativo y a un amplio rango de desafíos 

ambientales (temperatura, UV, salinidad, patógenos, entre otros) (Tognetti et al., 2007a; 

Tognetti et al., 2006; Tognetti et al., 2007b; Zurbriggen et al., 2009; Zurbriggen et al., 2008). 

Por lo tanto, en la tercera sección de la presente tesis se muestran los resultados 
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correspondientes a la evaluación de sustancias que provoquen estrés oxidativo (Metil 

viológeno) o salino (NaCl) como agentes selectores. 
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Hipótesis general 

La hipótesis principal de este trabajo postula que es posible generar plantas 

transplastómicas de tabaco y obtener vacunas experimentales a partir de la expresión de 

fusiones antigénicas de interés veterinario a la proteína decamérica y altamente inmunogénica 

lumazina sintasa de Brucella spp (BLS). 

De manera complementaria se pretendió utilizar el gen de flavodoxina de Anabaena 

sp. como gen selector para reemplazar el uso de antibióticos por estrés abiótico en el esquema 

de selección de plantas transplastómicas. 

 

Objetivos particulares 

A) Obtener vacunas experimentales a partir de plantas transplastómicas de tabaco que 
expresen: 

-La proteína VP8d (fragmento de VP8*) de Rotavirus Bovino (RVB), cepa C486 
fusionada a BLS (BLSVP8d-Bov). 

-La proteína VP8d (fragmento de VP8*) de Rotavirus Equino (RVE), cepa H2 fusionada a 
BLS (BLSVP8d-Eq). 

-La proteína VP8d (fragmento de VP8*) de Rotavirus Equino (RVE), cepa H2. 

B) Caracterizar molecularmente las plantas obtenidas (Southern, northern y western blot) 

C) Evaluar la respuesta inmune obtenida luego de inocular las proteínas recombinantes en 
gallinas ponedoras. 

D) En el caso de BLSVP8d-Bov, comparar los niveles de expresión y la respuesta inmune 
conferida por esta fusión con lo logrado previamente al expresar solamente VP8* Bovina no 
fusionada. 

E) En el caso de BLSVP8d-Eq, comparar los niveles de expresión y la respuesta inmune 
conferida por esta fusión con lo logrado al expresar solamente VP8d-Eq no fusionada. 

F) De manera complementaria, realizar curvas de regeneración con explantos de N. tabacum 
sin transformar y transformados con flavodoxina en presencia de distintas concentraciones de 
cloruro de sodio (NaCl) o del herbicida metil viológeno (MV) como agentes selectores para 
establecer la sensibilidad del tejido a esas condiciones de cultivo. 

G) Realizar experimentos de transformación de cloroplastos con un vector conteniendo 
flavodoxina como gen selector utilizando en el medio de cultivo NaCl o Metil viológeno como 
agentes selectores y comparar los resultados con los obtenidos al utilizar espectinomicina. 
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PARTE I: Expresión en cloroplastos de tabaco del antígeno VP8d de Rotavirus Bovino 

fusionado a la enzima lumazina sintasa de Brucella Spp. 

Introducción 

Rotavirus es la principal causa de gastroenteritis severa en mamíferos recién nacidos y 

causa pérdidas económicas muy importantes alrededor del mundo (Saif and Fernandez, 1996). 

De acuerdo con un seguimiento realizado durante 10 años, desde 1994 hasta 2003, el 

Rotavirus Bovino (BRV) del Grupo A es la principal causa de diarrea neonatal en terneros en 

Argentina, siendo responsable de pérdidas económicas sustanciales en relación a la industria 

de la carne y láctea (Garaicoechea et al., 2006). Los terneros son particularmente susceptibles 

a la infección con rotavirus durante las primeras semanas de vida y por esta razón, teniendo en 

cuenta el impacto económico de esta enfermedad a nivel productivo, es esencial contar con un 

sistema de inmunización pasiva que comprenda la transmisión de anticuerpos del calostro y la 

leche originados por la vacunación activa de sus madres (Fernandez et al., 1998). 

BRV está compuesto por 11 segmentos de ARN de doble cadena, contenidos en un 

núcleo interno, rodeados por dos capas proteicas que constituyen la cápside viral. A su vez, la 

capa más externa está formada por dos proteínas diferentes, VP7 y VP4 (Estes et al., 2001). 

Esta última proteína está dimerizada y expuesta en la superficie del virión formando las 

espículas características de los rotavirus (Figura 4), posee actividad hemaglutinante y participa 

del proceso de adsorción viral (Crawford et al., 1994; Kalica et al., 1983). VP4 es 

posteriormente clivada por enzimas proteolíticas en el tracto gastrointestinal para dar lugar a 

VP8 y VP5, siendo el dominio no glicosilado de VP8 (Figura 4) el responsable de la adhesión 

viral a residuos de ácido siálico en las células del hospedador (Stencel-Baerenwald et al., 2014). 

Además, por presentar epítopes neutralizantes VP8 representa un candidato atractivo para el 

desarrollo de vacunas recombinantes (Ruggeri and Greenberg, 1991). 

La proteína VP8* (Figura 5) de Rotavirus Bovino C486 fue expresada previamente por 

nuestro grupo en cloroplastos de tabaco. En esta organela la expresión se dio principalmente 

en forma de agregados insolubles, alcanzándose buenos niveles de expresión de alrededor del 

4% de las Proteínas Solubles Totales (PST). La proteína VP8* producida en plantas fue capaz de 

conferir una fuerte respuesta inmune luego de ser inyectada en ratones hembra. Asimismo, las 

crías nacidas a partir de los ratones inmunizados también resultaron protegidas, gracias a la 

transmisión pasiva de anticuerpos en la leche, frente a desafío oral con rotavirus virulento 

(Lentz et al., 2011). 
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Basada en sus propiedades fisicoquímicas e inmunogénicas, la enzima lumazina sintasa 

de Brucella spp (BLS) (Figura 6) ha sido descripta como una proteína novedosa para la 

presentación de antígenos. BLS se pliega como un dímero de pentámeros altamente estable, 

exponiendo en cada subunidad un extremo N-terminal al que pueden fusionarse polipéptidos 

o dominios proteicos recombinantes sin afectar el plegamiento y la estabilidad general del 

decámero (Zylberman et al., 2004). Esta característica pudo ser confirmada por los análisis 

estructurales de las quimeras resultantes. La estructura general y las características de BLS son 

semejantes a las de la subunidad B de la toxina colérica (CTB) y la subunidad B de la toxina lábil 

al calor de E. coli (LTB), las cuales han sido ampliamente utilizadas como potentes adyuvantes 

para incrementar la respuesta inmune de antígenos recombinantes cuando se las acopla a 

ellos. De hecho, ambas subunidades adyuvantes ya han sido expresadas en forma de fusiones 

inmunogénicas en plantas transplastómicas (Lakshmi et al., 2013; Waheed et al., 2011). 

Asimismo, BLS también se comporta como un potente inmunomodulador (Berguer et al., 2006; 

Velikovsky et al., 2002), siendo capaz de inducir respuestas tanto de tipo humoral como celular 

(Velikovsky et al., 2003). Es importante destacar que las propiedades inmunogénicas de BLS 

solo se hacen evidentes cuando se la expresa como una fusión y no cuando se la expresa en 

forma conjunta con el antígeno (Craig et al., 2005). Debido a su multivalencia y a sus 

propiedades inmunogénicas, se ha demostrado que BLS es eficiente como presentador y 

adyuvante tanto en la inmunización sistémica como en la oral (Fragoso et al., 2011; Rosas et 

al., 2006). Más específicamente, nuestro grupo de investigación fusionó el N-terminal de BLS a 

un dominio interno de la proteína VP8 (VP8d) (Dormitzer et al., 2002). La fusión resultante 

(BLSVP8d) se expresó en E. coli, donde se confirmó su correcto plegamiento y ensamblaje 

decamérico, obteniéndose títulos de anticuerpos mayores a los obtenidos al inmunizar VP8d 

sola o una mezcla de VP8d y BLS, tanto en un modelo de ratón lactante como en un modelo de 

gallina ponedora. En el primer caso, los ratones lactantes nacidos a partir de hembras 

inmunizadas resultaron protegidos frente al desafío oral con rotavirus virulento (Bellido et al., 

2009). Por otro lado, en el caso de las gallinas se generaron anticuerpos de tipo IgY específicos 

contra rotavirus a partir de la yema de huevos de gallinas inmunizadas. La administración oral 

de estos anticuerpos permitió proteger a ratones, de manera dosis dependiente, frente a un 

desafío oral posterior con BRV (Bellido et al., 2012). 

Es por todos estos antecedentes que se decidió evaluar por primera vez, durante el 

desarrollo de la presente tesis, la plataforma de BLS de Brucella spp en un sistema de 

expresión de planta. Para ello se buscó expresar inicialmente la fusión BLSVP8d en cloroplastos 
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de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana) para evaluar el posible uso de fusiones 

antigénicas a BLS para el desarrollo de vacunas recombinantes en plantas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura del rotavirus y el antígeno VP8*. (A) Estructura del virión de rotavirus de 
macaco Rhesus (resolución: 23 Å), obtenida mediante crioelectromicroscopía y procesamiento 
de imágenes por computadora. El diámetro de la partícula es de 1000 Å. Las espículas 
compuestas por trímeros de VP4 se encuentran coloreadas en rojo. Tomado de (Venkataram 
Prasad and Estes, 2000). (B) Modelo de  VP4 en el cual se indica el producto de corte por 
tripsina en VP5* y VP8*. La proteína es un trímero pero solo dos de los tres monómeros son 
visibles en algunas estructuras, por lo cual el tercer monómero se muestra en gris. Se indica 
con un círculo el sitio de unión a glicanos de la subunidad VP8*. La subunidad VP5* facilita la 
penetración de la membrana. Tomado de (Stencel-Baerenwald et al., 2014). (C) Estructura de 
VP8* de rotavirus de macaco Rhesus. Tomado de (Yu et al., 2015). 

 

 

MASLIYRQLLTNSYTVELSDEIQEIGSTKTQNVTVNPGPFAQTNYASVNWGPGETNDSTTVEPVLDGPYQPT

TFNPPVSYWMLLAPTNAGVVDQGTNNTNRWLATILIKPNVQQVERTYTLFGQQVQVTVSNDSQTKWKFV

DLSKQTQDGNYSQHGPLLSTPKLYGVMKHGGKIYTYNGETPNATTGYYSTTNFDTVNMTAYCDFYIIPLAQ

EAKCTEYINNGLPPIQNTRNIVPVSIVSRNIVYTRAQPNQDIVVSKTSLWKEMQYNRDIVIRFKANSIIKSGGL

GYKWSEVSFKPANYQYTYTRDGEEVTAHTTCSVNGINDFNYNGGSLPTDFVISKYEVIKENSFVYIDYWDDS

QAFRNMVYVRSLAADLNSVMCTGGDYSFAIPVGNYPVMTGGAVSLHSAGVTLSTQFTDFVSLNSLRFRFRL

SVEEPPFSILRTRVSGLYGLAAKPNNSQEYYEIAGRFSLISLVPSNDDYQTPIINSVTVRQDLERQLGELRDEFN

NLSQQIAMSQLIDLALLPLDMFSMFSGIKSTIDAAKSMATNVMKRFKKSSLANSVSTLTDSLSDAASSISRSA

SVRSVSSTASAWTEVSNITSDINVTTSSISTQTSTISRRLRLKEMATQTDGMNFDDISAAVLKTKIDKSTQLNT

NTLPEIVTEASEKFIPNRAYRVIKDDEVLEASTDGKYFAYKVETILKRFHSMYKFADLVTDSPVISAIIDFKTLKNL

NDNYGISRQQALNLLRSDPRVLREFINQDNPIIRNRIESLIMQCRL 

Figura 5. Secuencia aminoacídica correspondiente a la proteína VP4 de Rotavirus Bovino 
(RVB) cepa C486. Se muestra en azul la secuencia correspondiente a VP8 y en negro la 
correspondiente a VP5. En rojo se detallan los 3 posibles sitios de clivaje. Se señala subrayada 
la secuencia correspondiente a VP8* expresada previamente en plantas transplastómicas 
(Lentz et al., 2011). Se muestra resaltada en gris la secuencia correspondiente a VP8d. 
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Figura 6. Estructura teórica del dímero de pentámeros de BLSVP8d. (A) Vista frontal. (B) Vista 

axial. BLS se muestra en colores azules, el linker en verde y VP8d en rojo/rosado. Adaptado de 

(Bellido et al., 2009) 
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Resultados Parte I 

Subclonado de la secuencia BLSVP8d-Bov en el vector de transformación de cloroplastos pBSW-

utr 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estrategia de clonado empleada para generar el vector de transformación de 
cloroplastos pBSW-utr/BLSVP8d-Bov. Se detallan de manera gráfica las diferentes etapas del 
clonado. 

 

La secuencia BLSVP8d-Bov es una quimera que consiste en la fusión del core de VP8 

(desde el nucleótido 184 al 672 del gen de VP4 de Rotavirus bovino) mediante el pentapéptido 

GSGSG al extremo N-terminal de la enzima lumazina sintasa de Brucella spp. Esta secuencia 

quimérica se obtuvo por amplificación por PCR a partir del plásmido pET-BLS-VP8d (Bellido et 

al., 2009). El producto de amplificación obtenido se subclonó en el vector de transformación 

de cloroplastos, dando como resultado el vector pBSW-utr/BLSVP8d-Bov. Para ello se empleó 

la enzima Pfu y los oligonucleótidos iniciadores NdeI5´BLSVP8d-Bov y XbaI3´BLSVP8d-Bov, los 

cuales permitieron agregar a la fusión los sitios de restricción NdeI y XbaI, respectivamente. El 

producto de PCR de extremos romos fue clonado en el vector pZErO-2, el cual fue previamente 

digerido con la enzima de restricción EcoRV. Posteriormente, el vector intermediario 

resultante fue digerido totalmente con la enzima XbaI y parcialmente con la enzima NdeI, de 

manera de poder liberar un fragmento conteniendo la secuencia codificante completa para 

BLSVP8d. En este vector la secuencia reconocida por XbaI inmediatamente después del codón 

de terminación se hallaba metilada, por lo cual la enzima realizó un corte 40 nucleótidos río 
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abajo en una secuencia interna del vector, no viéndose afectada la integridad de la secuencia 

codificante. El fragmento liberado fue finalmente ligado al vector pBSW-utr, siendo este último 

obtenido a partir de la digestión previa del vector pBSW-utr/hEGF (Wirth et al., 2006) con las 

enzimas NdeI y XbaI de manera de remover la secuencia codificante para hEGF. Se denominó 

al vector resultante como pBSW-utr/BLSVP8d-Bov (Figura 7). 

Los clones recombinantes fueron identificados mediante una reacción de PCR 

utilizando los oligonucleótidos usados anteriormente durante el clonado (NdeI5´BLSVP8d-Bov 

y XbaI3´BLSVP8d-Bov). Como control negativo se empleó ADN del plásmido pBSW-utr/VP8*. La 

integridad de los clones positivos seleccionados fue corroborada mediante secuenciación para 

descartar la introducción de mutaciones durante la amplificación por PCR. 

Dado que los plástidos derivan evolutivamente de cianobacterias, los elementos del 

vector de transformación de cloroplastos pueden ser reconocidos por la maquinaria 

transcripcional y traduccional procariota. Es por esto que antes de proceder con la 

transformación de cloroplastos se realizó un ensayo preliminar de expresión utilizando E. coli 

transformada con el vector pBSW-utr/BLSVP8d-Bov. La expresión fue corroborada mediante la 

técnica de western blot. Para ello se obtuvieron extractos proteicos totales y se emplearon 

anticuerpos obtenidos de ratones inmunizados con VP8* de rotavirus bovino. De este modo se 

confirmó el ensamblado correcto del vector y la expresión de BLSVP8d. Llamativamente la 

proteína recombinante fue detectada en niveles muy altos en citosol bacteriano (Figura 8). 
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Figura 8. Análisis de la integridad y capacidad  de expresión del vector pBSW-utr/BLSVP8d-
Bov en E. coli. (A) Gel SDS-PAGE 10% teñido con Coomassie brilliant blue. (B) Western blot 
revelado con anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino. Se incluyó un extracto obtenido a 
partir de bacterias transformadas con la construcción pBSW-utr/VP8* como control positivo. 
Se indica la posición de BLSVP8d-Bov y VP8*. En ambos casos se incluyeron como controles 
negativos bacterias E. coli sin transformar y transformadas con un vector que expresa una 
proteína no relacionada (VP7-His). Se indican en los márgenes las posiciones de BLSVP8d-Bov, 
VP8* y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, 
Promega). 
 

Transformación de cloroplastos de tabaco con el vector pBSW-utr/BLSVP8d-Bov 

La obtención de las líneas transplastómicas se realizó por medio de la técnica de 

bombardeo de fragmentos de hojas de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana empleando 

micropartículas de oro recubiertas con la construcción pBSW-utr/BLSVP8d-Bov. Los 

fragmentos de hojas bombardeadas (explantos) regeneraron en medio RMOP en presencia de 

500 mg/l de espectinomicina utilizada como agente selector. Los brotes que regeneraron en 

presencia del antibiótico fueron chequeados en primera instancia por PCR empleando los 

oligonucleótidos Cloro fw (localizado sobre el gen rrn16 del genoma plastídico) y Cloro rev 

(correspondiente a las secuencia aadA del vector de transformación). Solamente en las plantas 

en las que se produjo la integración de las secuencias recombinantes se obtuvo un producto 

de amplificación de 1450 pb (Figura 9A). Se incluyó una muestra WT como control negativo. 

De esta manera se seleccionaron 3 eventos de transformación independientes, los cuales 

fueron sometidos a una caracterización más exhaustiva y posteriormente empleados en los 

ensayos de inmunización.  
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Con el fin de información específica del evento de transformación, se realizó una PCR 

sobre una de las 3 líneas empleando los oligonucleótidos NdeI5´BLSVP8d-Bov y 

XbaI3´BLSVP8d-Bov, los cuales amplifican la secuencia de interés introducida (BLSVP8d-Bov). 

Se incluyeron muestras transformadas con otra construcción como control negativo. Como 

control positivo se empleó ADN del plásmido-vector utilizado en la transformación. De esta 

manera se obtuvo para esta línea y el control positivo un producto de amplificación de 

aproximadamente 750 pb y se demostró de forma inequívoca que el evento de recombinación 

contenía el gen de interés (Figura 9B). 

En la figura 9C se esquematiza la región del genoma plastídico donde ocurre la 

integración por recombinación homóloga y el producto final de recombinación. Se muestran 

también los sitios de hibridación de los oligonucleótidos empleados en la reacción de PCR. 

Con el fin de lograr la homoplastia, es decir que todas las copias del genoma plastídico 

presentaran integradas las secuencias de interés, fragmentos de hoja de las plantas obtenidas 

fueron sometidos a dos rondas adicionales de regeneración en presencia del agente selector 

para garantizar la homoplastia. Finalmente las plantas fueron rusticadas y se desarrollaron 

normalmente, siendo prácticamente indistinguibles de plantas de tabaco no transformadas. 

Esta característica no interfirió de ninguna manera en el desarrollo normal de las plantas 

(Figura 10). 

Las semillas obtenidas a partir de las plantas transplastómicas pudieron germinar y 

crecer en presencia de espectinomicina, lo cual confirmó la estabilidad de la integración de los 

transgenes en el genoma plastídico. Como control de germinación se emplearon semillas 

provenientes de plantas sin transformar. Estas últimas no fueron capaces de desarrollarse en 

presencia de espectinomicina y solo pudieron hacerlo en el control sin antibiótico (Figura 10).  
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Figura 9. Identificación de las líneas transplastómicas por PCR. (A) Análisis por PCR 
empleando oligonucleótidos iniciadores Cloro Fw y Rev para confirmar la integración de los 
transgenes. 1, 2 y 3: líneas independientes. Control positivo: +. Controles negativos: -. (B) 
Análisis por PCR empleando los oligonucleótidos iniciadores NdeI5´BLSVP8d-Bov y 
XbaI3´BLSVP8d-Bov. Se incluye en los márgenes la posición del marcador de peso molecular (λ 
DNA-BstEII Digest, New England Biolabs). (C) Esquema del sitio de integración en el genoma 
plastídico. Se muestran en la figura los oligonucleótidos utilizados para la PCR que permite 
amplificar un fragmento de 1450 pb solo en las plantas transplastómicas. Se señalan los sitios 
de corte de la enzima NcoI empleada en el ensayo de Southern blot. El vector de 
transformación de cloroplastos pBSW-utr/BLSVP8d-Bov contiene la secuencia de VP8d 
fusionada mediante un linker a la secuencia de lumazina sintasa. LFR y RFR: flancos izquierdo y 
derecho de recombinación, respectivamente. 5´psbA: secuencia no traducible y promotor 
fuerte del gen psbA. trnI/A: sonda utilizada en los ensayos de Southern blot. 

A B 

C 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Resultados: Parte I 

29 

Figura 10. Caracterización fenotípica de las plantas transplastómicas. Ensayo de germinación 
luego de 10 días de sembradas las semillas en presencia del agente selector espectinomicina 
(Sp, 500 mg/l) en el cual solo pudieron desarrollarse con normalidad las semillas provenientes 
de plantas transplastómicas. Una vez germinadas las plantas se transfirieron a invernadero en 
donde se registró el fenotipo a las 8 y 12 semanas post-siembra. 

Análisis de la integración del transgén y estado homoplástico 

ADN obtenido de las plantas previamente caracterizadas por PCR y germinadas en 

espectinomicina fue utilizado en ensayos de Southern blot para corroborar la integración 

estable en el genoma plastídico. Con este propósito, se digirió el ADN total proveniente de 

hoja con la enzima NcoI, la cual corta río arriba y río abajo del sitio de integración en el 

genoma plastídico. La enzima no presenta ningún sitio de corte adicional en el cassette 

integrado. Por lo tanto, se esperaba detectar bandas de 6,4 Kpb en el caso de las plantas no 

transformadas y de y 8,8 Kpb en las plantas transplastómicas, respectivamente, cuando se 

utiliza una sonda dirigida contra la región trnI/A. El análisis por Southern blot confirmó la 

integración del transgén en todas las líneas evaluadas. También pudo observarse una banda 

muy tenue de alrededor de 6.4 Kpb, lo cual podría explicarse tanto por un estado residual 

heteroplástico (lo cual sería poco probable dado que estas líneas no solo se regeneraron 
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sucesivamente en presencia del agente selector, sino que también las semillas fueron 

germinadas bajo presión de selección) o por la presencia de copias adicionales de fragmentos 

de ADN plastídico wild-type insertados en el genoma nuclear (hecho que no sería poco común 

dado que la integración de ADN plastídico está bien documentada a lo largo de la evolución) 

(Figura 11A) (Ayliffe et al., 1998; Nakazono and Hirai, 1993; Ruf et al., 2000; Stern and 

Lonsdale, 1982). 

Análisis de los transcriptos 

Mediante la técnica de northern blot pudieron detectarse transcriptos de diferentes 

tamaños producto de la transcripción a partir de distintos promotores. Para ello se empleó una 

sonda homóloga contra la secuencia bls. En todas las líneas se detectaron 3 transcriptos 

mayoritarios (Figura 11C). El promotor fuerte inducible por luz psbA fue responsable del 

transcripto monocistrónico más pequeño y abundante. Por otro lado, el promotor rrn 

introducido que controla la transcripción conjunta de los genes aadA y BLSVP8d-Bov produjo 

un bicistrón de tamaño intermedio. La presencia de un transcripto policistrónico adicional de 

mayor tamaño pudo explicarse por la transcripción a partir del promotor endógeno rrn que se 

encuentra río arriba al sitio de recombinación. Los tamaños esperados eran de 1,2 Kpb para el 

transcripto monocistrónico; 2,2 Kpb para el dicistrónico y 3,8 Kpb para el mayor de todos 

(Figura 11B). Esta predicción resultó avalada mediante la comparación de la movilidad 

electroforética de los 3 transcriptos con respecto a los ARN ribosomales 25S y 16S (Figura 11C). 

Dos de las muestras analizadas correspondían a líneas que pasaron por 3 rondas de 

regeneración y que luego dieron lugar a semillas que fueron germinadas (Muestras 1 y 2). La 

tercera muestra provino de una línea que paso por una sola ronda de regeneración y fue 

semillada y germinada (Muestra 3a). La cuarta muestra provino de la misma línea que la 

tercera pero que pasó por un estadio adicional de semillado y germinación (Muestra 3b). No se 

observaron diferencias entre muestras tanto en el Southern como en el northern blot (Figura 

11A y C). 
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Figura 11. Caracterización molecular de las plantas transplastómicas expresando BLSVP8d-
Bov. (A) Southern blot empleando una sonda contra trnI/A para confirmar la integración y 
estado homoplástico. (B) Mapa físico mostrando los tamaños esperados para los distintos 
transcriptos. I: policistrón (3,8 kpb), II: dicistrón (2,2 Kpb), III: monocistrón (1,2 Kpb). (C) 
Northern blot empleando una sonda contra BLS mostrando los 3 transcriptos mayoritarios 
detectados. Se muestra la banda correspondiente al ARN ribosomal 25S del gel antes de ser 
transferido como control de carga de las diferentes calles. 1, 2 y 3: líneas independientes. WT: 
wild-type. Se incluye en los márgenes la posición del marcador de peso molecular (1 KB, 
Invitrogen). 

 

Expresión de BLSVP8d-Bov en plantas transplastómicas 

Se analizó tanto por SDS-PAGE como por western blot la expresión de BLSVP8d-Bov en 

extractos proteicos totales provenientes de hojas de las diferentes líneas de plantas 

transplastómicas. En el gel teñido con Coomassie brilliant blue se pudo evidenciar para todas 

las líneas transplastómicas una banda diferencial de aproximadamente 35 kilodaltons (kDa) 

compatible con el tamaño esperado para BLSVP8d-Bov. Esta banda estaba ausente en el 

extracto obtenido a partir de hojas de una planta sin transformar. La identidad de esta banda 

diferencial se corroboró al realizar un ensayo de western blot usando anticuerpos contra VP8*, 

una versión algo más grande de VP8d de rotavirus bovino. Como control positivo se incluyó 

precisamente un extracto de una planta transplastómica que expresa VP8* previamente 
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obtenida en el laboratorio. Los niveles de expresión de BLSVP8d-Bov en los extractos totales 

fueron significativamente más altos cuando los extractos se prepararon a partir de plantas que 

pasaron por al menos un estadio de semilla luego de las sucesivas rondas de regeneración 

post-bombardeo, presumiblemente debido a un estado todavía heteroplástico de las plantas 

que aun no habían producido semilla (datos no mostrados). Los niveles de expresión de 

BLSVP8d-Bov fueron muy altos, siendo la banda correspondiente a BLSVP8d-Bov aún más 

intensa que la correspondiente a la subunidad mayor de Rubisco (RuBisCo, RbcL), la cual es 

normalmente la proteína más abundante en una hoja wild-type. Los niveles de expresión de 

BLSVP8d-Bov fueron claramente mayores a los de VP8*. (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Expresión de BLSVP8d-Bov en las diferentes líneas transplastómicas. (A) Gel SDS-
PAGE 10% teñido con Coomassie brilliant blue en el que se puede visualizar la expresión de 
BLSVP8d-Bov en tres líneas independientes. (B) Western blot revelado con anticuerpos contra 
VP8* de rotavirus bovino. Se indica la posición de BLSVP8d-Bov, VP8* y RbcL. En ambos casos 
se incluyeron como controles positivo y negativo extractos de hojas provenientes de una 
planta que expresa VP8* y una planta sin transformar, respectivamente. Todas las calles se 
sembraron con extractos proteicos provenientes de 2 mg de tejido fresco. Se indican en los 
márgenes las posiciones de BLSVP8d-Bov, VP8* y el marcador de peso molecular (Broad Range 
Protein Molecular Weight Marker, Promega). 

 

Análisis de la solubilidad de BLSVP8d-Bov en extractos de bacterias y plantas 

Se había descripto con anterioridad la naturaleza insoluble de BLSVP8d-Bov al ser 

producida en E. coli. En este sistema la proteína recombinante tendía a formar cuerpos de 

inclusión insolubles (Bellido et al., 2009). Se analizó de manera preliminar el comportamiento 

de la proteína recombinante al ser expresada a partir del vector de transformación de 
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cloroplastos en E. coli y se corroboró que en efecto, y al igual que VP8*, la proteína se 

encontraba de manera mayoritaria en su forma insoluble (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Análisis de la solubilidad de BLSVP8d-Bov en E. coli. Western blot revelado con 
anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino. Como control se analizaron en paralelo extractos 
obtenidos de bacterias transformadas con pBSW-utr/VP8*, previamente caracterizadas en el 
laboratorio. T, S, I: extractos total, soluble e insoluble, respectivamente. Se indican en los 
márgenes las posiciones de BLSVP8d-Bov, VP8* y el marcador de peso molecular (Broad Range 
Protein Molecular Weight Marker, Promega). En cada calle se analizaron extractos obtenidos 
equivalentes a aproximadamente 40 μl de cultivo. 

 

A continuación se procedió a analizar la solubilidad en los extractos de hojas de tabaco 

empleando el mismo sistema de extracción y buffer que en el caso de las bacterias. Se 

incluyeron como control de insolubilidad extractos obtenidos a partir de plantas expresando 

VP8* a nivel de cloroplasto, ya que la naturaleza insoluble de VP8* ya se encontraba descripta 

en esta organela (Lentz et al., 2011). Llamativamente, BLSVP8d-Bov se encontró de manera 

mayoritariamente soluble en el estroma de los cloroplastos, lo cual representó una situación 

totalmente novedosa y opuesta a la observada con anterioridad en E. coli (Figura 14). 
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Figura 14. Análisis de la solubilidad de BLSVP8d-Bov en estroma de cloroplasto. (A) SDS-PAGE 
12,5% teñido con Coomassie brilliant blue. (B) Western blot revelado con anticuerpos contra 
VP8* de rotavirus bovino. Como control de una proteína insoluble se analizaron en paralelo 
extractos obtenidos de hojas de plantas transformadas con pBSW-utr/VP8*. Como control 
negativo se utilizaron extractos wild-type. T, S, I: extractos total, soluble e insoluble, 
respectivamente. Se indican las posiciones de BLSVP8d-Bov, VP8* y el marcador de peso 
molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega). En cada calle se 
analizaron extractos obtenidos a partir de 2 mg de tejido fresco. 

Acumulación y estabilidad de BLSVP8d-Bov a lo largo del desarrollo de las plantas 

transplastómicas 

La disminución asociada con la edad en el contenido proteico de las hojas puede ser 

aprovechada para evaluar la estabilidad de las proteínas recombinantes producidas en una 

planta. Con el fin de evaluar la estabilidad de BLSVP8d-Bov, se analizaron tanto por SDS-PAGE 

como por Western blot extractos proteicos totales obtenidos a partir de hojas de diferente 

edad a lo largo de una misma planta transplastómica. La proteína recombinante se acumuló 

rápidamente en hojas jóvenes y se comportó de manera muy estable en hojas maduras e 

incluso en hojas senescentes, sin mostrar en ningún caso signos importantes de proteólisis. Los 

niveles más altos de expresión fueron observados en hojas de mayor edad ya que la subunidad 

mayor de RuBisCo y la mayoría del resto de las proteínas fueron gradualmente degradadas con 

la edad debido a mecanismos asociados a la senescencia. Los niveles observados para 

BLSVP8d-Bov fueron en todos los casos muy similares o incluso mayores a los de RuBisCo, 

normalmente la proteína más abundante en una hoja wild-type, dependiendo de la hoja 

seleccionada. Para la cuantificación posterior de los niveles de expresión de BLSVP8d-Bov se 

decidió emplear una hoja de edad intermedia, hoja # 7 en la Figura 15. 
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Figura 15. Caracterización de la acumulación de BLSVP8d-Bov a lo largo del desarrollo de una 
planta transplastómica. (A) Gel SDS-PAGE 12,5% teñido con Coomassie brilliant blue. (B) 
Western blot revelado con anticuerpos dirigidos contra VP8* de rotavirus bovino. Todas las 
calles contienen extractos proteicos totales derivados de 1 mg de tejido foliar fresco. Se indica 
la posición de BLSVP8d-Bov y RbcL en el margen. Se utilizó extracto total de hojas wild-type (4 
mg tejido fresco) como control. (C) Planta utilizada en el estudio. Las hojas fueron numeradas 
de acuerdo a su edad desde el ápice a la base, siendo la numeró 1 la primera hoja 
completamente expandida. La hoja 7, de edad intermedia, fue utilizada en los ensayos 
posteriores para la determinación de niveles de expresión. Se indican en los márgenes las 
posiciones de BLSVP8d-Bov, la subunidad mayor de RuBisCo (RbcL) y el marcador de peso 
molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega). 

 

Determinación del nivel de expresión de BLSVP8d-Bov soluble en hojas frescas de plantas 

transplastómicas 

Se utilizó la técnica de Bradford para determinar el contenido proteico total a partir de 

un extracto soluble de una hoja fresca de edad intermedia (Figura 15C). Los niveles de 

expresión de BLSVP8d-Bov se determinaron por densitometría, mediante SDS-PAGE seguido 

por tinción con Coomassie brilliant blue y comparación contra una curva generada con 

albúmina sérica bovina (BSA) como estándar. Los niveles observados para BLSVP8d-Bov fueron 

incluso mayores a los observados para la subunidad mayor de RuBisCo, la cual representa la 
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proteína más abundante en una hoja sin transformar. Los niveles cuantificados para BLSVP8d-

Bov fueron de al menos 40% de Proteína Soluble Total (PST) o 4,85 mg/g Tejido Fresco (TF). 

Esto representa alrededor de 10 veces más proteína recombinante que en el caso de VP8* 

(Figura 16) (Lentz et al., 2011).  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Cuantificación de BLSVP8d-Bov soluble en extractos obtenidos a partir de hoja 
fresca de edad intermedia. Gel SDS-PAGE 12,5% teñido con Coomassie brilliant blue en el que 
se sembraron diferentes cantidades de proteínas solubles totales de una hoja de edad 
intermedia de una planta transplastómica. Se cuantificó BLSVP8d-Bov contra una curva de 
calibración construida con BSA. Se utilizó un extracto total de hojas de una planta wild-type 
como control. Se indica en el margen las posiciones de BLSVP8d-Bov, la subunidad mayor de 
RuBisCo (RbcL) y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight 
Marker, Promega). 

 

 

Análisis de la estabilidad de BLSVP8d-Bov Soluble a -70°C 

 

Muestras obtenidas a partir de hoja fresca conteniendo una concentración de 

BLSVP8d-Bov de aproximadamente 40% de PST fueron congeladas y almacenadas a -70°C en 

glicerol 5%. La proteína recombinante demostró conservar la estabilidad luego de 

aproximadamente 20 meses de almacenamiento ininterrumpido en estas condiciones. La 

cuantificación de estas muestras coincidió con la realizada antes del almacenamiento a largo 

plazo (Figura 17).  
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Figura 17. Estabilidad de BLSVP8d-Bov soluble en extractos obtenidos a partir de hojas 

frescas almacenados a -70°C durante periodos prolongados. Gel SDS-PAGE 15% teñido con 

Coomassie brilliant blue en el que se sembraron diferentes cantidades de BLSVP8d-Bov soluble 

cuantificada antes del almacenamiento. Se utilizó un extracto total wild-type como control. Se 

indica la posición de BLSVP8d-Bov y la subunidad mayor de RuBisCo (RbcL) en el margen. Como 

control de estabilidad se incluyó un extracto total conteniendo BLSVP8d-Bov obtenido a partir 

de 2 mg de tejido fresco. Como control negativo se utilizó un extracto total wild-type soluble 

correspondiente a 3 mg de tejido fresco. 

 

Análisis de la estabilidad y solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas transplastómicas secas 

Durante el análisis de acumulación de BLSVP8d-Bov a lo largo del desarrollo de una 

planta transplastómica pudo detectarse la proteína recombinante en gran cantidad incluso en 

una hoja senescente y seca. En estos extractos el resto de las proteínas de la planta se hallaba 

mayoritariamente degradado, dando lugar a un gran incremento en la concentración de 

BLSVP8d-Bov. Se decidió entonces estudiar el perfil de solubilidad de la proteína recombinante 

en hojas secadas de manera artificial a temperatura ambiente, empleando un proceso similar 

al curado industrial del tabaco.  

En un ensayo preliminar se analizó la solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas que estaban 

en pleno proceso de secado en tierra. En estas hojas, en las que el sacado era parcial, ya pudo 

evidenciarse una tendencia de BLSVP8d-Bov a volverse insoluble, agregarse y formar dímeros y 

otras formas de alto peso molecular. (Figura 18). 

Al analizar hojas de distintas edades completamente secadas de manera artificial pudo 

detectarse que BLSVP8d-Bov constituía virtualmente la totalidad de la proteína no degradada 
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remanente en la hoja. Como resultado del proceso de secado, BLSVP8d-Bov paso de ser 

soluble a encontrarse mayoritariamente de manera insoluble. Se detectó además que la 

proteína recombinante se encontraba notablemente agregada, pudiéndose visualizar un 

dímero de alrededor de 70 kDa y un agregado de proteína de pesos moleculares mayores a 35 

kDa (Figura 19). Esta agregación se tornó mucho más evidente a tiempos más largos (100 días) 

de almacenamiento a temperatura ambiente de las plantas ya secadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Análisis de la solubilidad y estabilidad de BLSVP8d-Bov en hojas secadas 
parcialmente de plantas en tierra. (A) Gel SDS-PAGE 12,5% teñido con Coomassie brilliant 
blue. (B) Western blot revelado con anticuerpos dirigidos contra VP8* de rotavirus bovino. Se 
incluyeron extractos wild-type frescos (cada uno equivalente a 2 mg tejido) como controles. T, 
S, I: extractos total, soluble e insoluble, respectivamente (0,25 mg tejido seco). Se indican las 
posiciones de BLSVP8d-Bov, la subunidad mayor de RuBisCo (RbcL) y el marcador de peso 
molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega) en los márgenes. 

 

 

 

A 

B 



Resultados: Parte I 

39 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Análisis de la solubilidad y estabilidad de BLSVP8d-Bov en hojas de diferente edad 
secadas artificialmente. (A) Gel SDS-PAGE 12,5% teñido con Coomassie brilliant blue. (B) 
Western blot revelado con anticuerpos dirigidos contra VP8* de rotavirus bovino. Se 
incluyeron extractos totales de hojas frescas wild-type (2 mg) y hojas secas (0,5 mg) como 
controles. Como control de integridad se incluyó un extracto de una hoja fresca que expresa 
BLSVP8d-Bov (1 mg). T, S, I: extractos total, soluble e insoluble, respectivamente (0,25 mg 
tejido seco). Se indican las posiciones de BLSVP8d-Bov, la subunidad mayor de RuBisCo (RbcL) 
y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega) en 
los márgenes. (C) Plantas usadas en los ensayos antes y después de ser secadas artificialmente 
por 5 semanas. Se analizaron hojas completamente secas: una de mayor edad y otra joven.  

 

Determinación del nivel de expresión de BLSVP8d-Bov insoluble en hojas secadas 

artificialmente 

Se decidió cuantificar BLSVP8d-Bov insoluble a partir de hojas secadas artificialmente 

para incluir estos extractos en el esquema de inmunización posterior. En hojas completamente 

secas almacenadas durante 100 días a temperatura ambiente la agregación de la proteína 

recombinante fue tal que no se pudo cuantificar. En contraste, para BLSVP8d-Bov insoluble 
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extraída a partir de una hoja madura secada durante 35 días se obtuvo un valor de alrededor 

de 26 mg/g Tejido Seco (TS). Este valor no tuvo en cuenta la presencia de agregados de 

proteína recombinante de mayor tamaño (Figura 20). 

Si bien BLSVP8d-Bov formó agregados insolubles altamente estables, estos dificultaron 

su procesamiento para ser utilizados en ensayos de inmunización posteriores. Esta muestra de 

BLSVP8d-Bov cuantificada y obtenida a partir de hoja secada artificialmente no fue capaz de 

inducir la producción de anticuerpos IgY en yema de huevo al ser administrada de manera 

intramuscular en gallinas (datos no mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Cuantificación de BLSVP8d-Bov insoluble en extractos obtenidos a partir de hoja 
secada artificialmente. Gel SDS-PAGE 12,5% teñido con Coomassie brilliant blue en el que se 
sembraron diferentes cantidades de proteína insoluble total. Se cuantificó BLSVP8d-Bov contra 
una curva de calibración construida con BSA. Se utilizó un extracto total de hojas wild-type 
como control. Se indican las posiciones de BLSVP8d-Bov, la subunidad mayor de RuBisCo 
(RbcL) y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, 
Promega) en los márgenes. 

 

Análisis de la estabilidad y solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas transplastómicas liofilizadas 

Como alternativa al secado a temperatura ambiente, se liofilizaron hojas 

transplastómicas expresando BLSVP8d-Bov y se analizó su solubilidad mediante SDS-PAGE 

seguida de tinción con Coomassie brilliant blue. A diferencia de lo que ocurrió con las hojas 

secadas de manera artificial, la fusión BLSVP8d-Bov permaneció estable y soluble aun luego del 

proceso de liofilización y congelado a -70 °C. Al comparar estos extractos liofilizados con 
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extractos equivalentes obtenidos de hojas frescas, las hojas liofilizadas presentaron mayor 

degradación de las proteínas propias de la planta. Por lo tanto, dado el carácter estable de 

BLSVP8d-Bov, esta proteína se encontró levemente más concentrada en las hojas liofilizadas 

(Figura 21). Considerando la estabilidad y carácter soluble de BLSVP8d-Bov en las hojas 

liofiolizadas se decidió incluir extractos obtenidos a partir de estas en los ensayos de 

inmunización subsiguientes. 

Durante el análisis de hojas liofilizadas se incluyó además un extracto total obtenido a 

partir de una hoja de una planta secada artificialmente. La inclusión de este extracto permitió 

establecer que el proceso de liofilización no trajo aparejada una agregación de BLSVP8d-Bov, 

tal como ocurrió en las hojas secadas artificialmente. A diferencia de lo acontecido en las hojas 

liofilizadas, durante este proceso alternativo de secado las proteínas propias de la planta se 

degradaron en su totalidad y BLSVP8d-Bov constituyó prácticamente el total de las proteínas 

íntegras remanentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Análisis de la estabilidad y solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas transplastómicas 
liofilizadas. Gel SDS-PAGE 12,5% teñido con Coomassie brilliant blue. Las calles fueron 
cargadas con extractos obtenidos a partir de 0,25 mg y 3 mg en el caso de tejido liofilizado y 
tejido fresco, respectivamente. Se utilizaron extractos wild-type como controles. T, S, I: 
extractos total, soluble e insoluble, respectivamente. Se indican las posiciones de BLSVP8d-
Bov, la subunidad mayor de RuBisCo (RbcL) y el marcador de peso molecular (Broad Range 
Protein Molecular Weight Marker, Promega) en los márgenes. 

 

Con el objeto de evaluar estrategias alternativas de almacenamiento de los extractos 

liofilizados se repitió el análisis de solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas liofilizadas mantenidas 

a temperatura ambiente por un mes en el laboratorio. Una vez más, no se observó alteración 

de la solubilidad de la proteína recombinante, siendo la movilidad electroforética de la misma 



Resultados: Parte I 

42 

indistinguible de la que presentó en un extracto obtenido a partir de una hoja fresca (Figura 

22). 

Figura 22. Análisis de la estabilidad y solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas transplastómicas 
liofilizadas almacenadas por un mes a temperatura ambiente. Gel SDS-PAGE 12,5% teñido 
con Coomassie brilliant blue. Las calles fueron cargadas con extractos obtenidos a partir de 
0,25 mg y 2 mg en el caso de tejido liofilizado y tejido fresco, respectivamente. Se utilizaron 
extractos wild-type como controles. T, S, I: extractos total, soluble e insoluble, 
respectivamente. Se indican las posiciones de BLSVP8d-Bov, la subunidad mayor de RuBisCo 
(RbcL) y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, 
Promega) en los márgenes. 

Determinación del nivel de expresión de la fracción soluble de BLSVP8d-Bov en hojas liofilizadas 

de plantas transplastómicas 

Al igual que en el caso de las hojas frescas, y dada la solubilidad y estabilidad en hojas 

liofilizadas, se procedió a cuantificar la fracción soluble de BLSVP8d-Bov luego del proceso de 

liofilizado. En este caso se eligió una hoja fresca de edad más avanzada y como control se 

realizó una cuantificación previa al proceso de liofilizado. Esta vez los niveles de expresión 

superaron ampliamente a los de la subunidad mayor de RuBisCo en ambos tipos de hoja, 

obteniéndose niveles de alrededor del 75 y 70% de Proteína Soluble Total (PST) para los 

extractos obtenidos a partir de hoja fresca y liofilizada, respectivamente. Teniendo en cuenta 

la masa de tejido, los valores obtenidos para BLSVP8d-Bov fueron de 6,31 mg/g Tejido Fresco 

(TF) y 34,61 mg/g Tejido Liofilizado (TL) (Figura 23). 
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Figura 23. Cuantificación de BLSVP8d-Bov soluble en extractos obtenidos a partir de hoja 
fresca y liofilizada de edad avanzada. (A, B y C) Geles SDS-PAGE 12,5% teñidos con Coomassie 
brilliant blue en los que se sembraron diferentes cantidades de proteína soluble total de una 
hoja de edad avanzada proveniente de hoja fresca, liofilizada o ambas, respectivamente. Se 
cuantificó BLSVP8d-Bov utilizando una curva de calibración construída con BSA. Se utilizó un 
extracto total de hojas wild-type como control. Se indican las posiciones de BLSVP8d-Bov y el 
marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega) en los 
márgenes. (D) Hoja utilizada  en la cuantificación. 

 

Inmunogenicidad de BLSVP8d-Bov obtenida a partir de plantas transplastómicas 

La inmunogenicidad de la proteína recombinante producida en las plantas 

transplastómicas BLSVP8d-Bov se confirmó en un modelo de gallinas ponedoras. Los animales 

recibieron tres dosis conteniendo 3,83 μg de BLSVP8d-Bov (de los cuales 2 μg correspondieron 

a VP8d) en los días 0, 30 y 75. Luego de transcurrida una semana de la última inmunización se 

recolectaron los huevos aproximadamente cada 7 días durante 3 semanas (Figura 24). 

Mediante la técnica de ELISA fue posible la detección de anticuerpos IgY en yema de huevo 

específicos contra BLSVP8d-Bov tanto luego de inocular los animales con extractos solubles 

provenientes de hojas frescas como luego de realizar la inoculación con extractos solubles 

obtenidos a partir de hojas liofilizadas. En ningún caso pudieron detectarse anticuerpos 

específicos luego de inmunizar con los respectivos extractos obtenidos a partir de hojas wild-
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type. La respuesta fue levemente más rápida en el caso de los extractos obtenidos a partir de 

hojas frescas. Los títulos de anticuerpos fueron de 12800 en el caso de los extractos obtenidos 

a partir de hoja fresca y variaron entre 3200 y 12800 para los extractos obtenidos de hojas 

liofilizadas. (Figura 25). 

Figura 24. Esquema y modelo de gallina ponedora empleados para los ensayos de 
inmunización con extractos de proteínas de plantas. 

Figura 25. Detección por ELISA de anticuerpos IgY específicos contra BLSVP8d-Bov en yema 
de huevos. Los huevos fueron obtenidos a partir de gallinas inmunizadas con extractos 
solubles totales de hojas frescas de plantas transplastómicas (barras oscuras) y de hojas 
liofilizadas (barras claras). Como control se inmunizaron gallinas con extractos solubles 
obtenidos a partir de hojas frescas de plantas no transformadas y de hojas liofilizadas. Los 
títulos fueron expresados como la recíproca de la mayor dilución que presentó un valor de 
densidad óptica (DO) por encima del valor promedio de DO más 3 desvíos estándar obtenido 
para la respectiva muestra control. 
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Ensayo de neutralización viral in vitro 

La capacidad de los anticuerpos específicos contra BLSVP8d-Bov para inhibir la 

infección del rotavirus fue evaluada mediante un ensayo de neutralización viral in vitro. El 

ensayo llevado a cabo permitió detectar títulos significativos de anticuerpos neutralizantes 

tanto en la fracción de IgY obtenida por inmunización con extractos de hojas frescas como en 

la fracción equivalente proveniente de animales inmunizados con extractos de hojas 

liofilizadas. En contraste, no se evidenció disminución de la infectividad en ninguno de los 

controles realizados a partir de extractos de hojas frescas o liofilizadas provenientes de plantas 

sin transformar (Figura 26). 

Figura 26. Ensayo de neutralización viral in vitro para evaluar la protección conferida por los 
anticuerpos IgY específicos frente a la infección con BRV C486. Se indican los títulos, 
calculados a partir de ensayos por cuadruplicado, correspondientes a muestras de IgY 
obtenidas luego de diferentes tiempos a partir de la inmunización con extractos de hojas 
transplastómicas y WT frescas (barras oscuras lisas y rayadas, respectivamente) y liofilizadas 
(barras claras lisas y rayadas, respectivamente). Se incluyó como control una muestra de IgY 
obtenida previamente a partir de una gallina inmunizada con 3,83 μg de BLSVP8d-Bov 
producida en E. coli. Los títulos fueron calculados por el método de Reed & Muench 
considerando la mayor dilución que permitió una reducción de focos fluorescentes de al 
menos un 80%. 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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PARTE II: Expresión en cloroplastos de tabaco de los antígenos VP8d de Rotavirus Equino 

solo y fusionado a la enzima lumazina sintasa de Brucella Spp. 

Introducción 

De manera similar que en el caso de los terneros recién nacidos, rotavirus es la 

principal causa de diarrea en potrillos de hasta 3 meses de edad, causando importantes 

pérdidas económicas debido a la morbidez y mortalidad de los animales infectados (Saif et al., 

1994). 

Tal como sucede en el caso de rotavirus bovino, la proteína estructural VP4 (Figura 4) 

de rotavirus equino (ERV) es una de las principales inductoras de anticuerpos neutralizantes. 

De manera análoga, la proteína VP8* (Figura 4) de rotavirus equino, es una proteína no 

glicosilada que surge del clivaje por tripsina de la proteína VP4. VP8* de rotavirus equino 

resulta un candidato atractivo para inmunización dado que también en este caso es un 

determinante importante de infectividad viral y es un antígeno capaz de dar lugar a la 

producción de anticuerpos con  actividad neutralizante. 

En base a las características de las proteínas VP7 y VP4 de la capa externa de la cápside 

viral los rotavirus se clasifican según su serotipo en G-tipos y P-tipos, respectivamente 

(Matthijnssens et al., 2008). La nomenclatura alude a que VP7 es una glicoproteína (G-tipo) 

mientras que VP4 es sensible a proteasa (P-tipo) (Daniell et al., 2002). En el caso de rotavirus 

equino el tipo G3 es el más predominante a nivel mundial. Lo mismo ocurre en Argentina, tal 

como se desprende de un análisis realizado durante 17 años, desde el año 1992 hasta el 2008. 

En el país, independientemente del G-tipo, prácticamente la totalidad de los serotipos de 

rotavirus analizados corresponden al tipo P12 (Garaicoechea et al., 2011). 

Existe una vacuna (Rota Coli Equina, Instituto San Jorge Bagó) desarrollada en 

Argentina y comercializada desde el año 1996 compuesta por rotavirus inactivados equino H2 

(G3P[12]), de simio SA11 (G3P[2]) y bovino NCDV-Lincoln (G6P[1]) formulada en adyuvante 

acuoso (Barrandeguy et al., 1998). Inicialmente denominada Rota Coli Equina (Instituto San 

Jorge Bagó) hoy día esta vacuna es comercializada por la firma Biochemiq bajo el nombre 

Rotamix Equin. La misma es administrada a las hembras preñadas durante el último tercio de 

la gestación y luego se suministra el calostro de la madre vacunada al potrillo recién nacido. 

Durante varios años esta vacuna fue capaz de reducir la incidencia de diarrea ocasionada por 

rotavirus. Recientemente, dada la constante presión de selección ejercida por la vacunación 

sistemática, hay una prevalencia más importante del tipo G14P[12], observándose una 
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morbidez considerablemente mayor de los animales (ya que el genotipo G14 no resulta 

protegido por la vacuna) (Garaicoechea et al., 2011). 

Considerando la elevada conservación del tipo P12 en el país, el desarrollo de una 

vacuna recombinante a subunidad basada en VP8d se perfila como una estrategia excelente 

para prevenir brotes de la enfermedad. Este tipo de vacuna resulta atractiva y conveniente ya 

que en la Argentina no están permitidas las vacunas compuestas por cepas atenuadas para 

equinos (dado su potencial de reversión para volver a ser infectivas). Por otra parte, una 

vacuna compuesta por rotavirus inactivado no resulta práctica ya que su aplicación interfiere 

con los análisis serológicos posteriores que se emplean de rutina para vigilar la apararición de 

la enfermedad, pudiendo dar lugar a falsos positivos. En contraste, una vacuna recombinante a 

subunidad permite diferenciar animales infectados de vacunados a partir de ensayos de 

diagnóstico badados en las generación diferencial de anticuerpos inducidos por la vacuna o el 

virus wild-type (Ruiz et al., 2015). 

En experimentos anteriores del grupo se ha intentado expresar el antígeno VP8d de 

rotavirus equino fusionado a BLS en E. coli, quedando en evidencia la elevada inestabilidad y la 

degradación del mismo en este sistema. Dados los resultados alentadores obtenidos en la 

primer parte de la presente tesis con el antígeno VP8d de rotavirus bovino fusionado a la 

enzima inmunogénica lumazina sintasa de Brucella spp (BLS), se decidió expresar otra fusión a 

BLS en plantas empleando esta vez la proteína VP8d proveniente de RVE (Figura 27).  

Teniendo en cuenta que en Argentina existen 3 serotipos predominantes de rotavirus 

bovino, que las plantas transplastómicas BLSVP8d-Bov confieren inmunidad contra un solo 

serotipo y que en Argentina predomina un único serotipo de rotavirus equino (cepa H2 

G3P[12]), resulta más factible el desarrollo de una versión comercializable de antígenos 

vacunales obtenidos a partir de plantas transplastómicas y orientados a equinos. 

A modo de determinar con mayor precisión la influencia de la BLS sobre la 

inmunogenicidad, la estabilidad y los niveles de expresión en el estroma de los cloroplastos de 

las proteínas fusionadas a ella, decidimos expresar y caracterizar en paralelo el antígeno VP8d 

proveniente de rotavirus equino fusionado a BLS y sin fusionar. 
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Bovina 1    MHEPVLDGPYQPTTFNPPVSYWMLLAPTNAGVVDQGTNNTNRWLATILIKPNVQQVERTYTL  62 

            M EPVLDGPYQPT FNPPV+YWMLL+P NAGVV +GTN+ +RWLATILI+PNV    RTYTL 

Equina 1    M-EPVLDGPYQPTKFNPPVNYWMLLSPLNAGVVVEGTNSIDRWLATILIEPNVTTTTRTYTL  61 

 

Bovina 63   FGQQVQVTVSNDSQTKWKFVDLSKQTQDGNYSQHGPLLSTPKLYGVMKHGGKIYTYNGET   122 

            FG Q Q++V N+S TKWKF++L K T  G++S +  LLS PKL+G+MKHGG+++ YNGET 

Equina 62   FGVQEQISVENNSTTKWKFINLIKTTLSGSFSLYSTLLSEPKLHGIMKHGGQLWVYNGET   121 

 

Bovina 123  PNATTGYYSTTNFDTVNMTAYCDFYIIPLAQEAKCTEYINNGL  165 

            PNATT  Y T+N+D + MT++CDFYIIP  QE+ CTEYINNGL 

Equina 122  PNATTTGYVTSNYDALTMTSFCDFYIIPRNQESTCTEYINNGL  164 

 

Figura 27. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de VP8d de Rotavirus Bovino (RVB) 
cepa C486 y Rotavirus Equino (RVE) cepa H2. Se señalan los residuos idénticos (66%) y 
similares (+). Considerando residuos similares la similitud es del 81%. 
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Resultados Parte II 

Subclonado de la secuencias VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en el vector de transformación de 

cloroplastos pBSW-utr 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Estrategia de clonado empleada para obtener el vector de transformación de 
cloroplastos pBSW-utr/VP8d-Eq. Se detallan de manera gráfica las diferentes etapas del 
clonado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 29. Estrategia de clonado empleada para obtener el vector de transformación de 
cloroplastos pBSW-utr/BLSVP8d-Eq. Se detallan de manera gráfica las diferentes etapas del 
clonado. 
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La secuencia correspondiente al antígeno VP8d de Rotavirus equino (VP8d-Eq, que 

codifica desde el aminoácido 62 al 224 de la proteína VP4) se obtuvo por síntesis de ADN. El 

diseño se hizo de manera de incorporar sitios de restricción NdeI y XbaI flanqueantes a la 

secuencia codificante para facilitar el posterior clonado en el vector de transformación de 

cloroplastos pBSW-utr. La secuencia VP8d-Eq se modificó levemente, siempre generando 

cambios sinónimos de codones, de manera de eliminar un sitio de restricción XbaI interno y de 

generar un sitio Bsp1286I inmediatamente antes del codón de terminación. El vector pUC-

VP8d-Eq conteniendo la secuencia sintetizada fue digerido con NdeI y XbaI y el fragmento 

correspondiente a VP8d-Eq fue purificado y finalmente ligado al vector pBSW-utr. Este último 

fue obtenido cortando el vector pBSW-utr/hEGF (Wirth et al., 2006) con las enzimas NdeI y 

XbaI de manera de remover la secuencia de hEGF. El vector resultante fue demoninado

  pBSW-utr/VP8d-Eq (Figura 28). Previo a la transformación de cloroplastos de tabaco 

se verificó la integridad de la construcción obtenida mediante mapeo de restricción y 

secuenciación. 

En el caso de BLSVP8d-Eq, el plásmido conteniendo el gen VP8d-Eq sintético se digirió 

empleando las enzimas NdeI y Bsp1286I. De manera de poder fusionar el fragmento resultante 

al de BLS se realizó una amplificación por PCR empleando la enzima Pfu, los oligonucleótidos 

Bsp1286I5´BLS (que introdujo un sitio Bsp1286I) y XbaI3´BLSVP8d-Bov (que introdujo un sitio 

XbaI luego del codón de terminación) y el plásmido pBSW-utr/BLSVP8d-Bov como molde. El 

producto de amplificación comprendió al linker pentapeptídico seguido por la secuencia de 

BLS. El producto de PCR de extremos romos fue clonado en el vector pZErO-2 (Invitrogen) 

previamente digerido con la enzima de restricción EcoRV. Posteriormente, este vector 

intermediario fue digerido con las enzimas Bsp1286I y XbaI de manera de poder liberar el 

fragmento que contiene la secuencia completa de BLS. En este vector la secuencia reconocida 

por XbaI inmediatamente después del codón de terminación se hallaba metilada, por lo cual la 

enzima realizó un corte 40 nucleótidos río abajo en una secuencia interna del vector, no 

viéndose afectada la integridad de la secuencia codificante. Los fragmentos correspondientes a 

VP8d-Eq y BLS fueron ligados en simultáneo con el vector pBSW-utr. Este último fue obtenido 

cortando el vector pBSW-utr/hEGF (Wirth et al., 2006) con las enzimas NdeI y XbaI de manera 

de remover la secuencia de hEGF. El vector resultante fue denominado pBSW-utr/BLSVP8d-Eq 

(Figura 29). Previo a la transformación de cloroplastos de tabaco se determinó la integridad de 

la construcción obtenida mediante mapeo de restricción y secuenciación para descartar 

posibles mutaciones introducidas durante la amplificación por PCR. 
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Previo a la transformación de cloroplastos se realizó un ensayo preliminar de expresión 

en E. coli transformadas con los vectores pBSW-utr/VP8d-Eq y pBSW-utr/BLSVP8d-Eq. La 

expresión se verificó mediante la técnica de western blot. Con este fin se obtuvieron extractos 

proteicos totales de las bacterias recombinantes que fueron resueltos en un gel SDS-PAGE, 

transferidos y revelados utilizando anticuerpos de ratón contra VP8* de rotavirus bovino, los 

cuales cruzan parcialmente con la proteína VP8d-Eq dada su alta similitud de secuencia. De 

esta manera pudo confirmarse la correcta construcción de los vectores y la expresión de VP8d-

Eq y BLSVP8d-Eq. En ninguno de los dos casos pudo detectarse la proteína recombinante 

mediante tinción con Coomassie brilliant blue. En el caso de los western blots, VP8d-Eq pudo 

detectarse correctamente y solo pudo detectarse una fracción minoritaria con el tamaño 

esperado para BLSVP8d-Eq. La mayoría de las proteínas reveladas mostraron un tamaño 

menor que se correspondió con productos de degradación en el citoplasma bacteriano (Figura 

30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Análisis de la integridad y expresión de los vectores pBSW-utr/VP8d-Eq y pBSW-
utr/BLSVP8d-Eq en E. coli. (A) Western blot revelado anticuerpos contra VP8* de rotavirus 
bovino, los cuales cruzan parcialmente con VP8d-Eq, para detectar la expresión de VP8d-Eq. 
(B) Western blot revelado con anticuerpos contra BLS para detectar la expresión de BLSVP8d-
Eq. Se incluyeron extractos obtenidos a partir de bacterias transformadas con la construcción 
pBSW-utr/VP8* como control positivo y pBSW-utr/FLD, que expresa una proteína no 
relacionada, como control negativo. Se indican en los márgenes las posiciones de VP8*, VP8d-
Eq, BLSVP8d-Eq y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight 
Marker, Promega). 
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Transformación de cloroplastos de tabaco con los vectores pBSW-utr/VP8d-Eq y pBSW-utr-

BLSVP8d-Eq 

La obtención de las líneas transplastómicas se realizó mediante la técnica de 

biobalística empleando las construcciones pBSW-utr/VP8d-Eq y pBSW-utr/BLSVP8d-Eq. Los 

explantos regeneraron en medio RMOP en presencia de espectinomicina como agente 

selector. Los brotes resistentes que se obtuvieron fueron chequeados por PCR empleando los 

oligonucleótidos Cloro fw y Cloro rev. Sólo en las plantas en las que se produjo la integración 

de las secuencias recombinantes se obtuvo un producto de amplificación de 1450 pb (Figura 

31A y B). Se seleccionaron al menos 3 eventos de transformación independientes para cada 

construcción, los cuales fueron sometidos posteriormente a una caracterización más 

exhaustiva y posteriormente empleadas en los ensayos de inmunización. 

Fragmentos de hojas de las líneas obtenidas fueron sometidos a dos rondas 

adicionales de regeneración en presencia del agente selector para garantizar la homoplastia. 

Los brotes resultantes fueron finalmente rusticados y se desarrollaron con normalidad, no 

pudiendo distinguirse fenotípicamente de plantas no transformadas (Figura 32). 

La transmisión del transgén se confirmó germinando las semillas obtenidas a partir de 

las plantas transplastómicas en presencia de espectinomicina. (Figura 32).  
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Figura 31. Identificación de las líneas transplastómicas mediante PCR. (A) Análisis utilizando 
los oligonucleótidos iniciadores Cloro Fw y Rev para confirmar la correcta integración de los 
transgenes. 1-4: líneas independientes. +: control positivo. WT: wild-type, control negativo. Se 
incluye en los márgenes la posición del marcador de peso molecular (λ DNA-BstEII Digest, New 
England Biolabs). (B) Esquema que muestra la zona de inserción por recombinación en el 
genoma plastídico. Se indican los oligonucleótidos empleados en la PCR, los cuales permiten la 
amplificación de un fragmento de 1450 pb solo en las plantas transplastómicas. El vector de 
transformación de cloroplastos pBSW-utr/BLSVP8d-Eq contiene la secuencia de VP8d-Eq 
fusionada mediante un linker a la secuencia de lumazina sintasa. LFR y RFR: flancos izquierdo y 
derecho de recombinación, respectivamente. 5´psbA: secuencia no traducible y promotor 
fuerte del gen psbA. trnI/A y NcoI: sonda y sitios de restricción usados en los ensayos de 
Southern blot, respectivamente. 
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Figura 32. Caracterización fenotípica de las plantas transplastómicas. Germinación a los 12 
días post-siembra en presencia o ausencia del agente selector espectinomicina. Luego de 
germinadas, las plantas crecieron en el invernadero y se registró el fenotipo a las 9 semanas 
post-siembra. 

Análisis de la integración del transgén y estado homoplástico 

La inserción, estabilidad y homoplastía de los transgenes en el genoma plastídico de las 

plantas germinadas en presencia de espectinomicina se realizó mediante Southern blot usando 

una sonda dirigida contra la región trnI/A. De esta manera pudo confirmarse la correcta 

integración por recombinación homóloga en todas las líneas analizadas. En todas las muestras 

provenientes de plantas transplastómicas pudo observarse una banda residual de tamaño 

similar a la del control wild-type, la cual podría deberse a una fracción minoritaria de 

cloroplastos no transformados o a la presencia de fragmentos de ADN plastídico en el genoma 

nuclear (Figura 33A). 
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Análisis de los transcriptos 

El nivel de los ARN mensajeros conteniendo la secuencia codificante para BLSVP8d-Eq 

o VP8d-Eq se analizó mediante la técnica de northern blot empleando una sonda contra VP8d-

Eq. Para ambas proteínas se detectaron 2 tipos de transcriptos principales que presentaron 

tamaños similares a los esperados: un transcrito más abundante correspondiente al 

monocistrón generado a partir del promotor fuerte psbA y otro transcripto bicistrónico. El 

monocistrón se detectó con mayor intensidad en el caso de BLSVP8d-Eq. Por otro lado, no 

pudo detectarse en ningún caso el transcripto policistrónico predicho de mayor tamaño. En el 

caso de la última muestra correspondiente a VP8d-Eq solo se detectó el monocistrón más 

abundante debido a un problema con la cantidad de muestra sembrada en el gel, tal como se 

evidenció a partir del control de carga (Figura 33C). 

Los tamaños esperados para los transcriptos fueron de alrededor de: 1,2 y 0,7 para el 

monocistrón; 2,2 y 1,7 para el bicistrón; 3,8 y 3,3 para el policistrón para BLSVP8d-Eq y VP8d-

Eq, respectivamente (Figura 33B). 

La comparación entre los transcriptos detectados, en el mismo ensayo y con diferentes 

sondas, para BLSVP8-Bov (Figura 11C) y BLSVP8d-Eq (Figura 33C) permitió confirmar la 

ausencia del policistrón para esta última muestra. El tamaño de los otros dos transcriptos fue 

equivalente entre ambos tipos de muestra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados: Parte II 

56 

Figura 33. Caracterización molecular de las plantas transplastómicas expresando VP8d-Eq y 
BLSVP8d-Eq. (A) Southern blot revelado con una sonda contra trnI/A para confirmar la 
inserción y homoplastía. Se indica en el margen la posición del marcador de peso molecular (1 
KB, Invitrogen). (B) Mapa físico mostrando los tamaños esperados para los distintos 
transcriptos. I: policistrón (3,8 o 3,3 kpb), II: dicistrón (2,2 o 1,7 Kpb), III: monocistrón (1,2 o 0,7 
Kpb). (C) Northern blot revelado con una sonda dirigida contra VP8d-Eq mostrando los 
transcriptos detectados. Se muestra la banda de ARN ribosomal 25S del gel antes de ser 
transferido como control de carga. 1, 2, 3 y 4: líneas independientes. WT: wild-type. 
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Expresión de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en plantas transplastómicas 

La detección de las proteínas VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en las diferentes líneas 

transplastómicas se realizó por la técnica de western blot a partir de extractos totales de 

proteínas de hojas usando anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino. Pudieron evidenciarse 

bandas diferenciales de aproximadamente 35 kDa y 19 kDa (según se tratara de BLSVP8d-Eq o 

VP8d-Eq, respectivamente) compatibles con los tamaños esperados. Estas bandas estaban 

ausentes en el extracto obtenido a partir de hojas de una planta sin transformar. Se incluyó 

como control positivo extracto de hojas de una planta transplastómica expresando VP8*. A 

diferencia de lo observado en las bacterias, en el estroma del cloroplasto BLSVP8d-Eq presentó 

el tamaño esperado y no se evidenciaron signos de proteólisis (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Expresión de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en las diferentes líneas transplastómicas. 
Western blot revelado con anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino, los cuales cruzan 
parcialmente con VP8d-Eq, mostrando expresión de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en varias líneas 
independientes para cada construcción. Se incluyeron como controles positivo y negativo 
extractos provenientes de hojas de una planta que expresa VP8* y de una planta sin 
transformar, respectivamente. Todas las calles se sembraron con extractos proteicos 
provenientes de 2 mg de tejido fresco. 1-4: líneas independientes. Se indica en los margenes 
las posiciones de BLSVP8d-Eq, VP8d-Eq y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein 
Molecular Weight Marker, Promega). WT: wild-type. 

 

Adicionalmente, para corroborar la identidad de las proteínas recombinantes, se 

obtuvieron extractos totales de proteínas de las mismas líneas transplastómicas analizadas 

previamente y se realizó la detección de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq con una mezcla de anticuerpos 

obtenidos a partir de una vacuna comercial contra rotavirus equino. Dado que esta vacuna 
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está compuesta por una mezcla de rotavirus enteros inactivados de equino H2 (G3P[12]), de  

simio  SA11  (G3P[2])  y  bovino  NCDV-Lincoln  (G6P[1]), los anticuerpos fueron capaces de 

reconocer no solo VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq (ya que ambas proteínas derivan de la cepa H2 y son 

P[12] ), sino también BLSVP8d-Bov (ya que al igual que la cepa NCDV-Lincoln C486 es P[1]). 

Una vez más, los tamaños fueron los esperados y se observaron bandas diferenciales, las 

cuales estuvieron ausentes en el extracto correspondiente a una planta no transformada. El 

revelado permitió evidenciar otras bandas no específicas presentes en el todas las muestras. 

Tampoco en este caso pudo observarse proteólisis significativa. En el caso de las fusiones a BLS 

se observó una banda tenue que podría corresponder a una fracción minoritaria de VP8d sin 

su compañero de fusión (Figura 35). A partir de este ensayo, se decidió continuar empleando 

anticuerpos contra VP8* de rotavirus equino en los análisis subsiguientes de las plantas 

transplastómicas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Expresión de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en las diferentes líneas transplastómicas. 
Western blot revelado con una mezcla de anticuerpos contra rotavirus equino, bovino y de 
simio mostrando expresión de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en varias líneas independientes para 
cada construcción. Se incluyeron como controles positivo y negativo extractos provenientes de 
hojas de una planta que expresa BLSVP8d-Bov y de una planta sin transformar, 
respectivamente. Todas las calles se sembraron con extractos proteicos provenientes de 4 mg 
de tejido fresco. 1-4: líneas independientes. Se indica en los margenes las posiciones de 
BLSVP8d-Eq, VP8d-Eq y el marcador de peso molecular (Precision Plus Protein All Blue 
Prestained Protein Standards, Bio-Rad). WT: wild-type. 

Análisis de la solubilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en extractos de hojas de plantas 

Se analizó la solubilidad de las proteínas recombinantes en extractos de hojas frescas 

de tabaco. Tanto VP8d-Eq como BLSVP8d-Eq se encontraron de manera estable y 

predominantemente soluble en el estroma del cloroplasto (Figura 36). 
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Este comportamiento se mantuvo aun luego de liofilizar las hojas. En ambos casos 

pudieron evidenciarse las bandas correspondientes a VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq tanto por tinción 

por Coomassie brilliant blue como por western blot. En el caso de la liofilización, este proceso 

produjo una disminución del contenido proteico propio de las hojas y trajo asociado, en 

consecuencia, un aumento en la concentración de las proteínas recombinantes, dada la 

estabilidad de BLSVP8d-Eq y VP8d-Eq. Es por esto que en los extractos de hojas liofilizadas fue 

más fácil evidenciar las bandas diferenciales por tinción con Coomassie brilliant blue (Figura 

37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Análisis de la solubilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en extractos obtenidos a partir 
de hojas frescas. (A) Gel SDS-PAGE 15% teñido con Coomassie brilliant blue. (B) Western blot 
revelado con anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino. En cada calle se analizaron 
extractos equivalentes a 3 mg de tejido fresco. T, S, I: extractos total, soluble e insoluble, 
respectivamente. Se indican en los márgenes las posiciones de VP8d-Eq, BLSVP8d-Eq, la 
subunidad mayor de RuBisCo (RbcL) y el marcador de peso molecular (Novex Sharp Pre-
Stained Protein Standard, Invitrogen). 
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Figura 37. Análisis de la estabilidad y solubilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en extractos 
obtenidos a partir de hojas liofilizadas. (A) Gel SDS-PAGE 15% teñido con Coomassie brilliant 
blue. (B) Western blot revelado con anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino, los cuales 
cruzan parcialmente con VP8d-Eq. T, S, I: extractos total, soluble e insoluble, respectivamente. 
WT: wild-type. Se analizaron extractos obtenidos equivalentes a 0,2 y 0,25 mg de tejido 
liofilizado en el caso de plantas transplastómicas y no transformadas, respectivamente. Se 
indican en los márgenes las posiciones de VP8d-Eq, BLSVP8d-Eq, la subunidad mayor de 
RuBisCo (RbcL) y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight 
Marker, Promega). 
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Figura 38. Análisis de la estabilidad y solubilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en hojas 
liofilizadas almacenadas por un mes a temperatura ambiente. (A) Gel SDS-PAGE 15% teñido 
con Coomassie brilliant blue. (B) Western blot revelado con anticuerpos contra VP8* de 
rotavirus bovino, los cuales cruzan parcialmente con VP8d-Eq. Se analizaron extractos 
obtenidos a partir de 0,25 mg de tejido liofilizado. T, S, I: extractos total, soluble e insoluble, 
respectivamente. WT: wild-type. Se indican en los márgenes las posiciones de VP8d-Eq, 
BLSVP8d-Eq, la subunidad mayor de RuBisCo (RbcL) y el marcador de peso molecular (Broad 
Range Protein Molecular Weight Marker, Promega). 

Para evaluar la posibilidad de almacenar las proteínas recombinantes de manera 

simplificada que no requiriera frío, se repitió el análisis de solubilidad luego de un mes de 

almacenamiento de las mismas muestras liofilizadas a temperatura ambiente. El patrón de 

solubilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq permaneció inalterado, manteniéndose ambas proteínas 

recombinantes en su forma mayoritaria soluble (Figura 38). 
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Acumulación y estabilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq a lo largo del desarrollo de las plantas 

transplastómicas 

Con el objeto de analizar la estabilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq, se analizó su 

expresión en extractos obtenidos a partir de hojas de diferentes edades de una misma planta. 

En el caso de VP8d-Eq la proteína recombinante se acumuló rápidamente en las hojas 

jóvenes y mostró ser estable tanto en hojas maduras como en hojas senescentes, no 

evidenciándose en ningún caso proteólisis significativa. Los mayores niveles de expresión 

fueron, por tanto, observados en las hojas de mayor edad en las que, debido a la senescencia, 

gran parte del contenido proteico endógeno de la hoja resultó degradado (Figura 39). 

En el caso de BLSVP8d-Eq la proteína recombinante no se acumuló tan rápidamente. 

La misma no pudo ser detectada en las hojas más jóvenes. En su lugar, se registró una 

acumulación gradual con la edad, observándose los mayores niveles de expresión en hojas 

maduras y más viejas (Figura 40). 

En ambos casos pudieron observarse bandas diferenciales en los geles teñidos con 

Coomassie brilliant blue y los ensayos de western blot confirmaron la identidad de las mismas. 

En el caso de VP8d-Eq se trató más bien de una banda de intensidad diferencial respecto al 

control no transformado (Figuras 39 y 40).  
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Figura 39. Caracterización de la acumulación de VP8d-Eq a lo largo del desarrollo de una 
planta transplastómica. (A) Gel SDS-PAGE 15% teñido con Coomassie brilliant blue. (B) 
Western blot revelado con anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino, los cuales cruzan 
parcialmente con VP8d-Eq. Todas las calles contienen extractos proteicos totales derivados de 
3 mg de tejido foliar fresco. Se indican las posiciones de VP8d-Eq, RbcL  y el marcador de peso 
molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder, Invitrogen) en los márgenes. (C) Planta 
utilizada en el estudio. Las hojas fueron numeradas de acuerdo a su edad desde el ápice a la 
base, siendo la más joven la primer hoja completamente expandida. WT: wild-type. 
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Figura 40. Caracterización de la acumulación de BLSVP8d-Eq a lo largo del desarrollo de una 
planta transplastómica. (A) Gel SDS-PAGE 12,5% teñido con Coomassie brilliant blue. (B) 
Western blot revelado con anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino, los cuales cruzan 
parcialmente con VP8d-Eq. Todas las calles contienen extractos proteicos totales derivados de 
3 mg de tejido foliar fresco. Se indican las posiciones de BLSVP8d-Eq, RbcL y el marcador de 
peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega) en los márgenes. 
(C) Planta utilizada en el estudio. Las hojas se numeraron según su edad desde el ápice a la 
base, siendo la más joven la primer hoja completamente expandida. WT: wild-type. 

 

Determinación de los niveles de expresión de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en hojas de plantas 

transplastómicas 

Una vez conocido el perfil de acumulación y estabilidad de ambas proteínas 

recombinantes a lo largo del desarrollo de una planta se procedió a cuantificar sus niveles de 

expresión. 

Mediante la técnica de Bradford se determinó la cantidad de proteínas solubles totales 

en extractos obtenidos a partir de hojas maduras (Figuras 41C y 42C), tanto en el caso de las 

plantas transplastómicas que expresan VP8d-Eq como BLSVP8d-Eq. Luego, se analizaron los 

niveles de expresión de las proteínas recombinantes mediante densitometría en geles de 
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poliacrilamida comparando contra una curva estándar realizada con albúmina sérica bovina 

(BSA). 

La cuantificación se llevó a cabo en una primera instancia a partir de hojas frescas. Al 

mismo tiempo se procedió a la liofilización del material remanente proveniente de la misma 

hoja analizada. Una vez finalizado este proceso se realizó una cuantificación adicional 

equivalente a partir de las hojas liofilizadas. En ambos casos se observó un aumento en los 

niveles de expresión producido por la disminución del contenido proteico endógeno de la hoja 

(Figuras 41 y 42). 

 

Los niveles cuantificados para VP8d-Eq fueron de alrededor de: 

-Hoja Fresca: 1,85% de Proteína Soluble Total (PST) o 54 μg/g Tejido Fresco (TF) (Figura 

41A). 

-Hoja Liofilizada: 2,22% de Proteína Soluble Total (PST) o 585,40 μg/g Tejido Liofilizado 

(TL) (Figura 41B). 

 

Los niveles cuantificados para BLSVP8d-Eq fueron de alrededor de: 

-Hoja Fresca: 4,33% de Proteína Soluble Total (PST) o 401 μg/g Tejido Fresco (TF) 

(Figura 42A). 

-Hoja liofilizada: 8,68% de Proteína Soluble Total (PST) o 3,86 mg/g Tejido Liofilizado 

(TL) (Figura 42B). 
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Figura 41. Cuantificación de VP8d-Eq soluble en extractos obtenidos a partir de hoja fresca y 
liofilizada. (A) y (B) Geles SDS-PAGE 15% teñidos con Coomassie brilliant blue en los que se 
sembraron diferentes cantidades de proteínas solubles totales de una hoja transplastómica de 
edad avanzada fresca o liofilizada, respectivamente. Se cuantificó VP8d-Eq contra curvas de 
calibración construidas con BSA. Se utilizaron extractos wild-type como control. Se indican las 
posiciones de VP8d-Eq, la subunidad mayor de RuBisCo (RbcL) y el marcador de peso 
molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega) en los márgenes. (C) La 
flecha indica la hoja utilizada en ambos estudios. 
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Figura 42. Cuantificación de BLSVP8d-Eq soluble en extractos obtenidos a partir de hoja 
fresca y liofilizada. (A) y (B) Geles SDS-PAGE 15% teñidos con Coomassie brilliant blue en los 
que se sembraron diferentes cantidades de proteínas solubles totales de un hoja 
transplastómica de edad avanzada fresca o liofilizada, respectivamente. Se cuantificó BLSVP8d-
Eq contra curvas de calibración construidas con BSA. Se utilizaron extractos wild-type como 
control. Se indican las posiciones de BLSVP8d-Eq, la subunidad mayor de RuBisCo (RbcL) y el 
marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega) en los 
márgenes. (C) La flecha indica la hoja fresca utilizada. (D) Estado de la planta al tomar el 
remanente de la misma hoja al momento de ser liofilizada. 
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Inmunogenicidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq obtenidas a partir de plantas transplastómicas 

Se decidió utilizar el mismo modelo de gallinas ponedoras validado con anterioridad 

para el caso de BLSVP8d-Bov para evaluar la inmunogenicidad de las proteínas recombinantes 

VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq producidas en plantas transplastómicas. Los animales recibieron tres 

dosis conteniendo 2 μg de VP8d-Eq o 3,83 μg de BLSVP8d-Bov (de los cuales 2 μg 

correspondieron a VP8d) en los días 0, 30 y 75. Luego de transcurrida una semana de la última 

inmunización se recolectaron los huevos aproximadamente cada 7 días durante 3 semanas 

(Figura 43). Teniendo en cuenta que los anticuerpos policlonales contra VP8* de rotavirus 

bovino cruzaban parcialmente con VP8d de rotavirus equino permitiendo su revelado durante 

los ensayos de western blot, se decidió emplear el mismo protocolo de ELISA adsorbiendo 

VP8* de rotavirus bovino a las placas para detectar la presencia de anticuerpos IgY específicos 

contra VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq. La sensibilidad de este protocolo no fue suficiente para 

comparar con claridad la presencia de anticuerpos específicos en las diferentes fracciones de 

yema de huevo purificada luego de inocular los animales con extractos solubles provenientes 

de hojas frescas o liofilizadas que expresaban VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq (no se muestra). Como no 

se contaba con VP8d-Eq purificada para ser adsorbida en placa no resultó factible llevar a cabo 

un ensayo de ELISA más adecuado que permitiera extraer resultados concluyentes. Es por este 

motivo que se decidió realizar directamente un ensayo de neutralización viral in vitro para 

detectar anticuerpos IgY neutralizantes específicos en yema de huevo capaces de inhibir la 

infección por rotavirus equino. Al momento de redacción de la presente tesis estos ensayos, 

utilizando las fracciones de yema de huevo obtenidas a partir de la inmunización con extractos 

solubles de hoja fresca y liofilizada, se encuentran aún en curso. 

 

 

 

Figura 43. Esquema empleado para los ensayos de inmunización con extractos de proteínas 

de plantas transplastómicas. 
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PARTE III Utilización y evaluación del gen de flavodoxina de Anabaena sp. como nuevo 

selector para la transformación de plástidos. 

Introducción 

Las ferredoxinas (Fd) son pequeñas proteínas (11 kDa) ubicuas solubles de tipo hierro-

azufre [2Fe-2S] que participan de reacciones redox de transferencia de electrones tanto en 

procariotas como en plantas y animales (Hase et al., 2006). Estas proteínas constituyen el 

transportador móvil de electrones de menor potencial más importante de los cloroplastos, 

derivando los equivalentes de reducción generados por la cadena de transporte de electrones 

fotosintética de a uno a la vez hacia otras reacciones para que estos sean consumidos. Las Fd 

son reducidas por el fotosistema I y transfieren los electrones a varias enzimas involucradas en 

diversas vías cruciales para la célula (Hase et al., 2006; Knaff, 1996). Entre las cuales se 

encuentra la Ferredoxina-NADP+ Reductasa (para generar el NADPH reducido necesario para la 

fijación de CO2 y otras rutas metabólicas) (Carrillo and Ceccarelli, 2003), nitrito reductasa y 

sulfito reductasa (para la asimilación de nitrógeno y azufre) (Hase et al., 2006), glutamato 

sintasa y desaturasa de ácidos grasos (para la síntesis de aminoácidos y ácidos grasos, 

respectivamente). Además, las Fd participan del sistema ferredoxina-tiorredoxina junto a la 

ferreedoxina-tiorredoxina reductasa (FTR) (Scheibe, 1991; Schurmann and Buchanan, 2008), 

mediante el cual permiten la reducción de enzimas clave para el ciclo de Calvin, la lanzadera de 

malato y otros procesos metabólicos y disipativos (Balmer et al., 2003)(como la regeneración 

de antioxidantes como el ascorbato y peroxirredoxinas)(Dietz et al., 2006; Miyake and Asada, 

1994). Las Fd también participan de reacciones de flujo cíclico de electrones para disipar los 

equivalentes de reducción generados excesivamente por la cadena de transporte de 

electrones bajo situaciones fisiológicas y de estrés para evitar la formación de especies 

reactivas de oxigeno (ROS) que resultan extremadamente dañinas para la célula (Figura 

44)(Shikanai, 2007). Muchas de estas funciones también están presentes en algas eucariotas y 

cianobacterias, las cuales están evolutivamente relacionadas al endosimbionte del cual se 

originan los cloroplastos (Falk et al., 1995). Los niveles de Fd en estos microrganismos 

fotosintéticos, y también en plantas, se ven reducidos frente a condiciones ambientales 

adversas, por factores bióticos y abióticos, que causan acumulación de ROS (Apel and Hirt, 

2004; Ceccoli et al., 2011; Erdner et al., 1999; Mazouni et al., 2003; Singh et al., 2004; Tognetti 

et al., 2006; Zimmermann et al., 2004). 

Tal como ha sido demostrado para cianobacterias y plantas, mediante experimentos 

de knock-down y ARN de interferencia, las Fd resultan esenciales para las vías metabólicas 

centrales del cloroplasto, y al disminuir su concentración se ve afectada la viabilidad celular. 
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Como resultado se observa un arresto del crecimiento, una menor tasa fotosintética y de 

asimilación de CO2 y una distribución alterada de los equivalentes de reducción (Blanco et al., 

2011; Hanke and Hase, 2008; Holtgrefe et al., 2003; Poncelet et al., 1998; Voss et al., 2008). 

Los intentos para generar plantas de tabaco más tolerantes a distintos tipos de estrés por 

sobreexpresión de una Fd recombinante dirigida a cloroplastos no han resultado exitosos ya 

que la expresión del transgén también resulta afectada en presencia de estrés oxidativo 

(Ceccoli et al., 2011). 

En respuesta a la disminución de los niveles de Fd en situaciones de estrés, las 

cianobacterias y algunas algas eucariotas han desarrollado mecanismos de adaptación 

mediante un amento marcado en la expresión de otra proteína soluble y pequeña (19 kDa), 

denominada flavodoxina (FLD), que utiliza una molécula de flavina mononucleótido como 

grupo prostético y que cumple una función transportadora de electrones equivalente 

(Hagemann et al., 1999; Sancho, 2006; Singh et al., 2004). En estos organismos, las FLD son 

capaces de reemplazar a las Fd para la reducción de Ferredoxina-NADP+ Reductasa y la fijación 

de nitrógeno y azufre, entre otras reacciones (Saito et al., 2011; Sancho, 2006) (Figura 44). Es 

importante destacar que pese a que las FLD no se han detectado en plantas (se cree que las 

FLD se perdieron en algún momento durante la evolución de las algas verdes a las plantas 

vasculares) estas proteínas pueden interactuar in vitro con enzimas de plantas (Nogués et al., 

2004; Scheller, 1996; Tognetti et al., 2006). De hecho han podido generarse exitosamente 

plantas transgénicas de tabaco que expresan una FLD de Anabaena sp. dirigida a los 

cloroplastos. De manera extraordinaria, estas plantas fueron capaces de tolerar un amplio 

rango de adversidades ambientales, desde sequía, altas intensidades lumínicas, calor, frío, 

radiación UV, salinidad, el herbicida metil viológeno (generador de estrés oxidativo) y otros 

compuestos propagadores de superóxidos, escases de hierro, presencia de derivados de 

nitrotolueno o xenobióticos hasta muerte celular inducida por patógenos (Figura 45). Mientras 

que las plantas transformadas expresando FLD en cloroplasto fueron capaces de crecer con 

normalidad, las plantas que expresaban FLD en citosol y las no transformadas exhibieron una 

acumulación significativamente mayor de ROS y presentaron daño celular, clorosis, arresto del 

crecimiento e inhibición de la fotosíntesis y otras rutas metabólicas. (Tognetti et al., 2007a; 

Tognetti et al., 2006; Tognetti et al., 2007b; Zurbriggen et al., 2009; Zurbriggen et al., 2008). 

Las plantas que expresaban FLD en cloroplasto tampoco presentaron efectos fenotípicos 

adversos ocasionados por la expresión del transgén en ausencia de estrés (Tognetti et al., 

2006; Tognetti et al., 2007b; Zurbriggen et al., 2009). Cabe destacar que los grados de 

compensación fenotípica observados estuvieron estrechamente relacionados con la cantidad 
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de FLD que se expresó y acumuló en los cloroplastos (Tognetti et al., 2007a; Zurbriggen et al., 

2008). 

En experimentos posteriores realizados por nuestro grupo en colaboración con el 

grupo del Dr. Néstor Carrillo (IBR, Rosario), plantas transgénicas en las que se disminuyeron los 

niveles de Fd por silenciamiento post-transcripcional fueron capaces de recuperar el 

crecimiento normal, la capacidad fotosintética y niveles reducidos de ROS cuando se expresó la 

proteína FLD desde el genoma nuclear (solo cuando es redirigida a cloroplastos y no en el 

citosol) o plastídico (empleando nuestro vector pBSW5´UTRFld portando al gen que codifica la 

proteína FLD). Una vez más, estas plantas no presentaron signos de clorosis y fueron 

particularmente resistentes a estrés oxidativo (Blanco et al., 2011). 

Los resultados obtenidos con anterioridad sugieren que la proteína FLD de 

cianobacterias está libre de regulación endógena, que puede sustituir funcionalmente a la 

proteína FD in vivo (manteniendo así la homeostasis rédox y previniendo la acumulación de 

ROS) y que la tolerancia a diversos tipos de estrés que esta confiere podría ser aprovechada 

como sistema de selección alternativo a los tradicionales basados en el uso antibióticos.  

Hasta el momento, el gen más eficiente y comúnmente empleado como selector para 

la transformación de cloroplastos es el gel aadA (aminoglucósido 3”-adenil transferasa), el cual 

confiere resistencia a los antibióticos espectinomicina y estreptomicina (los cuales se unen 

irreversiblemente al RNA ribosomal 16S de la subunidad 30S del ribosoma e impiden la síntesis 

proteica) (Day and Goldschmidt-Clermont, 2011; Goldschmidt-Clermont, 1991). Dado el origen 

evolutivo de los cloroplastos, las secuencias regulatorias que controlan la expresión de este 

gen son reconocibles por la maquinaria transcripcional y traduccional procariota. Esta 

característica, sumada a la gran cantidad de copias de genoma de cloroplasto que existe en 

una célula transformada (hasta 10.000 copias por célula), incrementaría el riesgo potencial de 

transferencia horizontal de este gen de resistencia a antibiótico desde las plantas a las 

bacterias presentes en el medioambiente o incluso en el intestino luego de su consumo. Esta 

resistencia podría ser luego transferida fácilmente a otras bacterias patogénicas dando lugar a 

cepas superresistentes (Ceccherini et al., 2003; Day and Goldschmidt-Clermont, 2011; 

Dufourmantel et al., 2007; Iamtham and Day, 2000; Kay et al., 2002; Miki and McHugh, 2004; 

Pontiroli et al., 2009). Pese a que se ha argumentado la improbabilidad de que esto ocurra y 

que los riesgos para la salud humana y el medio ambiente son muy escasos (EFSA, 2009; 

Ramessar et al., 2007; Wögerbauer, 2007), la eliminación o reemplazo de estos genes de 

resistencia por otros basados en genes de plantas facilitaría el proceso regulatorio para la 



Resultados: Parte III 

72 
 

aprobación y liberación de una planta transplastómica al medio ambiente (Breyer et al., 2014; 

Day and Goldschmidt-Clermont, 2011; EC, 2013; EFSA, 2004; EU, 2001).  

Teniendo todo esto en cuenta, se decidió evaluar el uso del gen de flavodoxina (fld) de 

Anabaena sp. como gen selector y utilizar el herbicida metil viológeno, que genera estrés 

oxidativo por la producción radicales superóxido (Babbs et al., 1989), y al cloruro de sodio, que 

genera estrés salino, como agentes selectores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Mecanismo de protección de FLD en cloroplastos. Frente a una situación de estrés 
ambiental disminuyen los niveles de FD y se induce la expresión de FLD. Los electrones 
generados por la cadena de transporte de electrones fotosintética pueden ser transmitidos 
desde Fd o Fld al sistema de tiorredoxinas (Trx) mediante la FTR. Las Trxs a su vez regeneran 
las formas activas reducidas de sus enzimas blanco, dando lugar al mantenimiento y/o 
estimulación del ciclo de Calvin, peroxirredoxinas (Prx), la lanzadera de malato y otras rutas 
metabólicas. Se muestra también la transferencia de electrones a la Ferredoxina-NADP+ 
Reductasa (FNR) y al ciclo de regeneración de ascorbato. ASC: ascorbato; Cyt: citocromo; DHA: 
dehidroascorbato; FBPase: fructosa-1,6-bisfosfatasa; F1,6BP: fructosa-1,6-bisfosfato; F6P: 
fructosa 6-fosfato; G3P: gliceraldehído 3-fosfato; GSH y GSSG: glutatión reducido y oxidado; 
MDHA: monodehidroascorbato; NADP-MDH: malato deshidrogenasa dependiente de 
NADP(H); OAA: ácido oxalacético; PC: plastocianina; PRK: fosforibuloquinasa; PSI and PSII: 
fotosistemas I y II; 4Q: plastoquinona; R5P: ribulosa 5-fosfato; R1,5BP: ribulosa-1,5-bisfosfato; 
SOD, superóxido dismutasa. Adaptado de (Tognetti et al., 2006). 
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Figura 45. Tolerancia frente a estrés de plantas transgénicas expresando la proteína 
flavodoxina (FLD) de cianobacteria redireccionada al estroma de cloroplasto. (A) Plantas 
creciendo en hidroponía expuestas a estrés oxidativo por metil viológeno. Adaptado de 
(Tognetti et al., 2006). (B) Plantas sometidas a estrés hídrico durante 3 días. WT: plantas no 
transformadas. pfld5-8: plantas transgénicas nucleares expresando el gen de flavodoxina en 
cloroplasto. Adaptado de (Zurbriggen et al., 2008). 
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Resultados Parte III 

Transformación de cloroplastos de tabaco con el vector pBSW-utr/FLD 

El vector de transformación pBSW-utr/FLD fue obtenido previamente en nuestro 

laboratorio por la Dra. María Eugenia Segretin. La secuencia del mismo se chequeó por 

secuenciación. Previo a la transformación de cloroplastos, realizada de novo durante la 

presente tesis, se corroboró la integridad del vector mediante mapeo de restricción y 

expresión en E. coli. Se obtuvieron extractos proteicos totales de bacterias transformadas con 

el vector pBSW-utr/FLD que fueron evaluados por SDS-PAGE y western blot usando 

anticuerpos contra FLD. Si bien la proteína recombinante no pudo detectarse mediante tinción 

con Coomassie brilliant blue, el revelado con el anticuerpo mostró una banda diferencial del 

tamaño esperado para FLD corroborando la integridad y correcta expresión a partir del vector 

(Figura 46).  

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Análisis de la integridad y expresión del vector pBSW-utr/FLD en E. coli. (A) Gel 
SDS-PAGE 15% teñido con Coomassie brilliant blue. (B) Western blot revelado con anticuerpos 
contra FLD. Se incluyó un extracto obtenido a partir de bacterias transformadas que expresan 
una proteína no relacionada (VP-βGUS, 72 kDa) como control negativo. Se indican en los 
márgenes las posiciones de FLD y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein 
Molecular Weight Marker, Promega). 
 

Se obtuvieron varias líneas transplastómicas mediante la técnica de biobalística 

empleando la construcción pBSW-utr/FLD. La identidad de los brotes regenerados en 

presencia del agente selector fue determinada por PCR empleando los oligonucleótidos Cloro 

fw y Cloro rev. Algunos de los brotes obtenidos fueron escapes wild-type (presentaron 

mutaciones espontáneas en el ARN ribosomal 16S que les confirieron resistencia frente al 

antibiótico espectinomicina) y por lo tanto no mostraron amplificación durante la PCR (Figura 

47) (Svab et al., 1990). 
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Las plantas heteroplásticas obtenidas luego de una única ronda de regeneración 

(heteroplásticas) y confirmadas por PCR fueron analizadas de manera adicional mediante SDS-

PAGE y western blot. Pudo determinarse la correcta expresión en estas plantas, 

evidenciándose una banda diferencial correspondiente a FLD tanto por tinción con Coomassie 

brilliant blue como por revelado por western blot usando anticuerpos contra FLD (Figura 48). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Identificación de las líneas transplastómicas por PCR. (A) Análisis por PCR con los 
oligonucleótidos iniciadores Cloro Fw y Rev para confirmar la correcta integración de los 
transgenes. 1,2, 4-9: líneas independientes. 3, 10 y 11: escapes mutantes no transplastómicos. 
WT: wild-type, control negativo. Se incluyó como control positivo una muestra de una planta 
transplastómica expresando VP8*. Se incluye en los márgenes la posición del marcador de 
peso molecular (λ DNA-BstEII Digest, New England Biolabs). (B) Esquema que muestra la zona 
de inserción por recombinación en el genoma plastídico. Se indican los oligonucleótidos 
empleados en la PCR, los cuales permiten la amplificación de un fragmento de 1450 pb solo en 
las plantas transplastómicas. LFR y RFR: flancos izquierdo y derecho de recombinación, 
respectivamente. 5´psbA: secuencia no traducible y promotor fuerte del gen psbA. 
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Figura 48. Expresión de BLSVP8d-Bov en las diferentes líneas transplastómicas. (A) Gel SDS-
PAGE 15% teñido con Coomassie brilliant blue mostrando la expresión de FLD. 1-7, 9: líneas 
independientes. 10: escape mutante no transplastómico. (B) Western blot revelado con 
anticuerpos contra FLD. Se indica la posición de FLD y RbcL. En ambos casos se incluyó como 
control negativo un extracto proveniente de una planta sin transformar. Todas las calles se 
sembraron con extractos proteicos provenientes de 2 mg de tejido fresco. Se indican en los 
márgenes las posiciones de FLD, RbcL y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein 
Molecular Weight Marker, Promega). (C) Fenotipo de algunas de las plantas heteroplásticas 
empleadas en los ensayos. 

 

Para algunas curvas de regeneración posteriores se decidió usar fragmentos de hoja 

obtenidos a partir de plantas heteroplásticas generadas durante el desarrollo de esta tesis. 

Estas plantas constituyeron una primera aproximación que permitió evaluar si en efecto las 

plantas que portaban el gen de flavodoxina eran capaces de regenerar en presencia del agente 

selector en cuestión. Al ser heteroplásticas no todas las copias de ADN del cloroplasto 

presentaron integrado el transgén, situación que se asemejaría a la de brotes recientemente 

regenerados en un esquema de selección por estrés abiótico. Algunas de estas plantas 

heteroplásticas presentaron hojas deformadas, producto del arresto de desarrollo de las 

células con cloroplastos no transformados, como consecuencia de la ausencia de actividad 
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traduccional en presencia del agente selector espectinomicina (Ahlert et al., 2003) (Figura 

48C). 

Por otra parte, con el objeto de garantizar la homoplastia, fragmentos de hoja de las 

diferentes líneas heteroplásticas se sometieron a dos rondas adicionales de regeneración, 

siendo los brotes resultantes enraizados y rusticados, dando finalmente lugar a semillas. La 

capacidad de las semillas obtenidas para germinar en presencia del agente selector 

espectinomicina confirmó la estabilidad y transmisión del transgén (Figura 49). Tal como se 

describió en trabajos anteriores, las plantas transplastómicas y las wild-type presentaron 

fenotipos indistinguibles (no se muestra) (Tognetti et al., 2006; Tognetti et al., 2007b; 

Zurbriggen et al., 2009). 

Figura 49. Estabilidad y transmisión del transgén de flavodoxina. Se muestra la capacidad de 
semillas de algunas de las líneas para germinar en presencia del agente selector 
espectinomicina. Como control, semillas obtenidas a partir de plantas sin transformar fueron 
incapaces de germinar y crecer en presencia del selector. 

Curvas de regeneración de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana en presencia de Metil 

Viológeno 

Se pretendió determinar la concentración mínima de metil viológeno, agente causante 

de estrés oxidativo, que impide la regeneración de brotes a partir de fragmentos de hoja 

(explantos) colocados en medio de cultivo conteniendo hormonas y el agente selector.  

Por experiencias previas realizadas por nuestro grupo se sabía que el agregado de 

metil viológeno en altas concentraciones en las placas conteniendo medio de regeneración no 

era suficiente para producir estrés. Es por ello que se decidió adoptar una estrategia que 

permitiera el ingreso del agente estresante dentro de las hojas. En una primera instancia se 
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realizó la inmersión de los explantos en una solución conteniendo medio de cultivo 

concentrado o diluido y metil viológeno y se aplicó vacío para forzar la entrada del agente 

causante de estrés en el tejido. Alternativamente, en una estrategia menos agresiva, se realizó 

una inmersión simple de los explantos en medio de cultivo concentrado o diluido conteniendo 

el agente estresante, esta vez sin aplicar vacío y durante tiempos más prolongados en 

oscuridad. Esto se realizó para dismunir la exposición al estrés oxidativo ya que la luz 

contribuye a la generación de equivalentes de reducción y producción de ROS). 

Sin importar la forma de exposición inicial a estrés oxidativo, y por más que la misma 

haya sido leve, el metil viológeno ocasionó un gran estrés y daño a explantos de hoja sin 

transformar. La mayor parte del daño ocurrió dentro de la primera semana luego de colocar 

los fragmentos de hojas en las placas con medio de regeneración y metil viológeno. Se observó 

muerte generalizada de los fragmentos de hoja en todas las concentraciones ensayadas, desde 

0,5 μM hasta 1,5 μM. (Figuras 50, 51 y 52). En el caso de la permeabilización mediante vacío, 

no se observaron diferencias al emplear medio líquido diluido o concentrado (Figura 51).  

Uno de los problemas encontrados con las metodologías empleadas fue que la 

permeabilización del metil viológeno en todo el tejido no fue lo suficientemente homogénea. 

Aun a concentraciones del compuesto suficientes para producir la muerte de los fragmentos, 

existieron pequeñas zonas con menor permeabilización que fueron capaces de sobrevivir y 

regenerar dando un elevado número de brotes (Figura 50, 51 y 52). Otra de las complicaciones 

encontradas fue que los procesos empleados para permeabilizar el tejido disminuyeron 

sustancialmente la eficiencia de regeneración, tal como se observó en los controles de 

regeneración sin metil viológeno. (Figura 53). 
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Figu
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Figu
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Figura 53. Controles de permeabilización y posterior regeneración de explantos sin 
transformar. Se muestran los efectos de la permeabilización por vacío o inmersión en 
comparación con un control no tratado. t0: inicio, t1: 7 días, t2: 31 días. 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Resultados: Parte III 

83 
 

Curvas de regeneración de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana en presencia de Cloruro de 

Sodio 

Además de los experimentos de regeneración en presencia de estrés oxidativo 

empleando metil viológeno como agente selector se decidió emplear una estrategia 

alternativa y evaluar la regeneración en presencia de estrés salino producido por cloruro de 

sodio (NaCl). 

En el caso del cloruro de sodio, se evidenció un claro gradiente de regeneración 

dependiente de la concentración de la sal presente en las placas conteniendo medio de cultivo 

con hormonas. Pudo determinarse que a concentraciones iguales o superiores a 150 mM de 

NaCl, las plantas wild-type dejaron de regenerar. En la concentración mayor (300 mM) incluso 

pudieron observarse signos de muerte de los explantos (Figura 54). En base a estos resultados 

se refinó la curva de regeneración, haciéndose un análisis más minucioso de la regeneración 

en concentraciones de NaCl de hasta 150 mM. Se observaron brotes discretos en relación 

inversamente proporcional a la concentración de la sal y se estableció que a partir de la 

concentración límite de 115 mM de NaCl los explantos fueron incapaces de regenerar (Figura 

55). 

Por otro lado, en otra instancia se evaluó la regeneración de fragmentos de hojas 

(obtenidas a partir de plantas transplastómicas heteroplásticas) que expresaban flavodoxina 

en presencia de concentraciones de NaCl iguales o superiores a 150 mM. Las plantas que 

expresan flavodoxina fueron claramente más tolerantes a la sal. A las concentraciones en las 

que anteriormente no se observó regeneración de brotes wild-type, los explantos que 

expresaban flavodoxina fueron capaces de regenerar. Los fragmentos evidenciaron signos de 

tolerancia y regeneración incluso en concentraciones de 250 y 300 mM de sal. Sin embargo, en 

presencia de sal en lugar de obtenerse brotes discretos la regeneración se dio exclusivamente 

en forma de callo. Cabe destacar que los controles en ausencia de sal con explantos que 

expresaban flavodoxina pudieron regenerar con normalidad dando lugar a numerosos brotes 

(Figura 56). 

A continuación se procedió a la regeneración en paralelo de fragmentos de hojas wild-

type y heteroplásticos expresando flavodoxina. Se probaron concentraciones entre 115 mM (el 

límite a partir del cual no regeneraron los explantos no transformados) y 150 mM. 

Llamativamente, los fragmentos de hojas que expresaban flavodoxina mostraron una mayor 

rapidez para comenzar el proceso de regeneración con respecto a las plantas wild-type, tanto 

en presencia como en ausencia de sal (Figuras 57 y 58). Una vez más, en ausencia de sal ambos 
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tipos de hojas fueron capaces de regenerar en forma de brotes. A pesar de que las 

concentraciones de sal iguales a 150 mM, o incluso menores, permitieron una regeneración 

algo más eficiente de brotes discretos a partir de fragmentos expresando flavodoxina, esta 

regeneración resultó comprometida por la aparición de algunos brotes a partir de los 

fragmentos wild-type sometidos al mismo tratamiento (Figura 57). 
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Figura 58. Regeneración diferencial de explantos WT y transplastómicos (heteroplásticos) 

expresando flavodoxina luego de 6 días en placas conteniendo hormonas en ausencia de sal. 

La regeneración más temprana en el caso de los explantos expresando flavodoxina se 

evidenció por un oscurecimiento más rápido de los mismos. WT: wild-type. FLD: explantos 

expresando Flavodoxina. 
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Discusión 

La transformación del genoma de cloroplasto para la expresión de proteínas 

recombinantes es un sistema que presenta numerosas ventajas. Resultan de particular interés 

los bajos costos de producción, la facilidad del escalado, los altos niveles de expresión que 

suelen obtenerse y que simplifican y abaratan los protocolos de inmunización, la ausencia de 

patógenos animales o toxinas, la capacidad para introducir modificaciones post-

traduccionales, la formación de puentes disulfuro y la mayor bioseguridad respecto a plantas 

transgénicas nucleares ya que los cloroplastos se heredan por la via materna estando ausentes 

en el polen. En los últimos años numerosos estudios han reportado la liofilización de hojas 

transplastómicas que expresan antígenos vacunales o productos biofarmacéuticos, proceso 

que permite reducir aún más los costos y facilita el almacenamiento, procesamiento y 

purificación, dando como resultado protocolos de inmunización más simples y económicos 

(Rosales-Mendoza, Alpuche-Solis et al. 2009; Soria-Guerra, Alpuche-Solís et al. 2009; 

Manganelli, Kolotilin et al. 2012; Cardona, Lakshmi et al. 2013; Kwon, Nityanandam et al. 2013; 

Kwon, Verma et al. 2013). 

A través del desarrollo de la presente tesis se reportó por primera vez la producción 

exitosa de plantas transplastómicas de tabaco que expresan fusiones recombinantes del 

adyuvante BLS (proteína decamérica altamente inmunogénica proveniente de Brucella spp.) a 

antígenos de interés veterinario. Los antígenos expresados permitieron generar vacunas 

experimentales a subunidad que fueron evaluadas en un modelo animal de gallinas ponedoras. 

En nuestro laboratorio se habían producido recientemente plantas transplastómicas 

expresando la proteína VP8* de rotavirus bovino C486, la cual constituye un blanco 

interesante para el desarrollo de vacunas ya que está involucrada en la infectividad y 

capacidad de generar anticuerpos neutralizantes contra el rotavirus. No solo este antígeno 

expresado en plantas resultó inmunogénico y protectivo en un modelo de ratón lactante sino 

que también sus niveles de expresión y estabilidad demostraron ser compatibles con la 

producción masiva a bajo costo (Lentz, 2011; Lentz et al., 2011). Basándonos en este trabajo 

previo, durante la primera etapa de esta tesis pudieron obtenerse plantas de tabaco 

transplastómicas expresando BLSVP8d-Bov, una fusión a BLS de VP8d (un fragmento más corto 

de la proteína VP8*) de rotavirus bovino C486. Dado que esta proteína de fusión ya había sido 

producida con éxito en un sistema bacteriano y sus propiedades inmunomodulatorias ya se 

habían demostrado oportunamente en un modelo de ratón lactante (Bellido et al., 2009) y en 

otro modelo de gallinas ponedoras (Bellido et al., 2012), resultaba un buen candidato para 
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analizar sus propiedades inmunogénicas al ser producida de manera novedosa a partir de un 

sistema de plantas. 

Se demostró que BLSVP8d-Bov se expresó de manera soluble y en muy altos niveles en 

plantas, representando al menos el 40% del contenido de proteínas solubles totales (PST) de la 

hoja o 4,85 mg/g tejido fresco (TF). Estos niveles están aproximadamente un orden por encima 

a los niveles obtenidos con plantas transplastómicas expresando VP8* de rotavirus bovino 

utilizando el mismo vector de transformación(Lentz et al., 2011). A su vez, el rendimiento por 

gramo de tejido fresco fue 1000 veces mayor al obtenido previamente por la Dra. Marina 

Mozgovoj (Instituto de Virología, CICV y A. INTA-Castelar) mediante expresión transitoria en 

Nicotiana benthamiana utilizando un vector viral derivado del virus del mosaico del tabaco 

(Mozgovoj, 2008)(Pérez Filgueira et al., 2004). 

De la misma manera que VP8*, BLSVP8d-Bov se acumuló rápidamente en hojas 

jóvenes y permaneció estable en hojas maduras y senescentes (Lentz et al., 2011). Al ser 

estable y dado que el contenido de RuBisCo y otras proteínas disminuye durante proceso de 

senescencia, BLSVP8d-Bov se fue concentrando a medida que la hoja se hacía más vieja. Esto 

significó que los niveles de expresión de BLSVP8d-Bov en hojas más viejas fueron aún mayores 

al 40% de PST obtenido en hojas de edad intermedia (se alcanzaron a detectar niveles de 

alrededor del 70% de PST). En el caso de las hojas liofilizadas se observó un patrón 

acrecentado de degradación del contenido proteico propio de la hoja wild-type, hecho que 

contribuyó a concentrar más todavía a la proteína recombinante. Su estabilidad fue tal que no 

solo permaneció soluble y estable en extractos obtenidos a partir de hojas frescas y 

congelados durante tiempo prolongado a -70 °C, sino que también presentó este 

comportamiento en el caso de extractos obtenidos a partir de hojas liofilizadas luego de su 

almacenamiento durante un mes a temperatura ambiente. Esta última propiedad permitiría 

reducir costos al eliminar la necesidad de mantener la cadena de frío durante el 

almacenamiento, transporte y la administración del antígeno vacunal. Además, los altos 

niveles de expresión obtenidos facilitarían en gran medida, de ser necesaria, su separación de 

las proteínas propias de la planta (Kwon and Daniell, 2015; Kwon et al., 2013b; Su et al., 2015). 

Nuestro grupo había demostrado previamente la capacidad de tabaco transplastómico 

para producir altas cantidades de proteínas recombinantes sin observar efectos fenotípicos 

adversos. Tal fue el caso del antígeno peptídico VP1 del virus de la fiebre aftosa (VFA) 

fusionado a la enzima β-glucuronidasa, en el cual el nivel de expresión (51% de PST) fue 

claramente mayor al de la proteína más abundante en una hoja wild-type, la subunidad mayor 
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de rubisco (Lentz, Segretin et al. 2009). En este caso, los niveles de BLSVP8d-Bov obtenidos a 

partir de plantas transplastómicas fueron iguales o aún mayores a los de la subunidad mayor 

de rubisco, dependiendo de la edad de la hoja seleccionada. A pesar de los altos niveles de 

expresión, las plantas transplastómicas y las wild-type fueron fenotípicamente indistinguibles 

entre sí. En esta primera instancia, el drástico incremento en los niveles de expresión de 

BLSVP8d-Bov respecto a VP8* no pudo ser atribuido únicamente a la fusión a BLS ya que VP8d-

Bov es al menos un tercio más pequeña que VP8*, presentando extremos amino y carboxi-

terminales más cortos (Lentz et al., 2011). Sin embargo, la fusión por el extremo C-terminal de 

VP8d-Bov a BLS no fue para nada inestabilizante en el estroma del cloroplasto. Pese a que no 

pudo establecerse con certeza el plegamiento correcto de la fusión en hojas frescas y 

liofilizadas, la formación de los decámeros de BLSVP8d-Bov podría llegar a explicar la mayor 

estabilidad y acumulación. 

Dado que los cloroplastos derivan evolutivamente de bacterias, ambos presentan una 

maquinaria transcripcional y traduccional similar. Aprovechando este hecho, se realizó un 

análisis preliminar de expresión a partir del vector de transformación en E. coli. Sin embargo, 

este modelo procariótico no proporcionó una buena predicción respecto a la acumulación y 

estabilidad de BLSVP8d-Bov. Esta proteína se expresó también en muy altos niveles en bacteria 

pero lo hizo casi exclusivamente en forma de cuerpos de inclusión. VP8* también se había 

expresado mayoritariamente como cuerpos de inclusión tanto en bacteria como en 

cloroplastos (Lentz, 2011; Lentz et al., 2011). Llamativamente, y a pesar de los altos niveles de 

expresión obtenidos, BLSVP8d-Bov siempre se mantuvo soluble en cloroplastos, incluso en 

hojas senescentes o liofilizadas. La diferencia de solubilidad entre VP8* y BLSVP8d-Bov no 

pudo ser atribuida exclusivamente a la fusión a BLS debido a que VP8* y VP8d-Bov diferían en 

longitud de secuencia. No obstante, la naturaleza multimérica de BLS no parece haber ido en 

detrimento de la solubilidad de la fusión. 

El trabajo realizado durante esta tesis también demostró que extractos solubles no 

purificados obtenidos a partir de hojas transplastómicas frescas o liofilizadas expresando 

BLSVP8d-Bov indujeron anticuerpos IgY neutralizantes específicos, tal como pudo evidenciarse 

por ensayos de ELISA y neutralización viral in vitro. Una vez más, los niveles de 

inmunogenicidad y neutralización no pudieron ser comparados directamente con los 

obtenidos para VP8* debido a la diferencia en longitud entre VP8* y VP8d-Bov (Lentz et al., 

2011). 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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En contraste, la administración de hojas secadas artificialmente fue incapaz de inducir 

la producción de anticuerpos específicos contra BLSVP8d. Pese al enriquecimiento y la 

estabilidad observada, se observó una agregación paulatina de la proteína recombinante de 

manera insoluble, observándose bandas de menor peso y agregados proteicos de tamaños 

muy superiores. Estos cuerpos de inclusión muy agregados estarían muy desordenados y 

presumiblemente imposibilitarían generar una respuesta inmune adecuada. Durante el secado 

al sol existiría entonces una ventana temporal muy acotada (durante la cual BLSVP8d se 

encontraría en su forma soluble inmunogénica) poco conveniente para utilizar la proteína 

recombinante en ensayos de inmunización. 

La administración oral de suplementos de huevo en polvo conteniendo anticuerpos IgY 

neutralizantes específicos contra BLSVP8d-Bov podría ser aprovechada en un futuro como una 

alternativa para conferir protección pasiva contra la infección gastrointestinal por rotavirus. La 

utilidad de la administración oral de yema de huevo cruda o en polvo o de anticuerpos IgY 

semi-purificados ya ha sido demostrada para el tratamiento o profilaxis de diversos patógenos 

entéricos (Carlander et al., 2000; Hatta et al., 1993; Kuroki et al., 1994; Reilly et al., 1997; 

Sarker et al., 2007; Vega et al., 2011; Vega et al., 2012). Respecto a otros sistemas de expresión 

de anticuerpos, la yema de huevo como fuente de IgY representa entonces una alternativa de 

bajo costo fácilmente escalable y no invasiva para la producción de grandes cantidades de 

anticuerpos policlonales para inmunización pasiva. Entre otras ventajas se encuentra la 

facilidad de purificación de las IgY (ya que son el único tipo de anticuerpo en yema) y su 

incapacidad para activar el complemento en mamíferos o unirse a proteínas A o G (Akita and 

Nakai, 1993; Schade et al., 2005; Svendsen et al., 1995; Vega et al., 2012). 

En esta primera instancia, la plataforma BLS demostró ser una alternativa atractiva y 

económica para la producción a gran escala de VP8d de rotavirus bovino como antígeno 

vacunal inyectable, o incluso oral, con inmunogenicidad potencialmente mejorada. La 

liofilización de hojas transplastómicas sin agregado adicional de compuestos lioprotectivos 

podría ser una alternativa interesante para reducir costos, simplificar el procesamiento, 

purificación y almacenamiento, permitiendo mejores esquemas de inmunización. 

Dado que existen 3 cepas de rotavirus bovino mayoritariamente circulantes en la 

actualidad (Garaicoechea et al., 2006), solo tendría sentido una vacuna recombinante 

comercial producida a partir de plantas transpastómicas que expresen las 3 variedades de 

VP8d fusionadas a BLS. El trabajo realizado durante esta primera etapa apuntó a corroborar la 

factibilidad de emplear a la proteína BLS como plataforma de expresión en un sistema vegetal. 
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Teniendo en cuenta los resultados alentadores obtenidos, en una segunda etapa se 

decidió evaluar distintas estrategias de expresión en plantas de una única proteína VP8d de 

rotavirus equino (VP8d-Eq) que permitiera conferir inmunidad frente a los serotipos virales 

más predominantes para el desarrollo posterior de una vacuna recombinante comercial a 

subunidad (Garaicoechea et al., 2011). A fin de determinar más inequívocamente los efectos 

de la proteína BLS sobre los niveles de expresión y la inmunogenicidad de los antígenos que 

forman la fusión se decidió expresar VP8d-Eq tanto sola como fusionada a BLS. 

Una vez más, el análisis preliminar de expresión a partir del vector de transformación 

en E. coli fue incapaz de proporcionar una predicción adecuada del comportamiento de los 

antígenos en el estroma del cloroplasto. Esto no resultó sorprendente ya que si bien los 

cloroplastos derivan evolutivamente de las bacterias (el citoplasma y periplasma bacteriano 

son espacios equivalentes al estroma y lumen de los tilacoides, respectivamente, de los 

cloroplastos) aun así existen diferencias importantes entre los ambientes y maquinaria 

enzimática del citoplasma bacteriano y el estroma del cloroplasto. Entre las diferencias más 

notables están la ausencia de todo el aparato fotosintético y la presencia de un entorno más 

reductor en E. coli (Bally et al., 2008). Tanto VP8d-Eq como BLSVP8d-Eq resultaron ser 

inestables en bacteria y se mostraron extremadamente degradadas. No obstante, pudieron 

obtenerse con éxitos plantas transplastómicas expresando ambas proteínas en el estroma del 

cloroplasto sin que su integridad se viera afectada (solo se observó una leve proteólisis que dio 

lugar a una versión minoritaria y levemente más pequeña de ambas proteínas). 

El ensayo de western blot empleando anticuerpos policlonales contra una mezcla de 

rotavirus, entre los cuales se encuentra la variante equina H2, permitió demostrar 

fehacientemente que los anticuerpos generados contra VP8* de rotavirus bovino fueron 

capaces de cruzar con VP8d-Eq dada la similitud de secuencia entre ambos. 

VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq se mantuvieron predominantemente en su forma soluble y 

presentaron niveles de expresión de 1,85 % PST o 54 μg/g TF (VP8d-Eq) y 4,33 % PST o 401 

μg/g TF (BLSVP8d-Eq) en hojas maduras. El hecho de que VP8d-Eq fuera soluble por si misma 

impidió sacar conclusiones respecto a la capacidad solubilizante de BLS. Una vez más, la 

naturaleza multimérica de BLS no parecería ser un impedimento para alcanzar la solubilidad. 

Ambas proteínas mantuvieron la integridad y permanecieron estables y solubles luego 

de la liofilización del tejido, incluso luego de su almacenamiento durante un mes a 
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temperatura ambiente. En estos casos la disminución del contenido proteico endógeno y la 

concentración de las proteínas recombinantes (ambos procesos producto de la liofilización) 

fueron más evidentes, obteniéndose valores de 2,22 % PST o 585,40 μg/g TL (VP8d-Eq) y 8,68 

% PST o 3,86 mg/g TL (BLSVP8d-Eq) para las mismas hojas que se habían cuantificado con 

anterioridad. Si bien los niveles de expresión no fueron tan drásticos como los observados para 

BLSVP8d-Bov (equivalentes o superiores a 40% PST o 4,85 mg/g TF) representaron valores más 

que compatibles económicamente con la producción de antígenos vacunales recombinantes a 

gran escala. Si en su lugar se hubieran diseñado plantas transgénicas nucleares, se habrían 

obtenido en todos los casos niveles de expresión presumiblemente uno o más ordenes de 

magnitud inferiores (Daniell et al., 2001b; Molina et al., 2004). Ninguna de las plantas 

transplastómicas obtenidas evidenció problemas detectables a nivel del fenotipo y fueron 

completamente indistinguibles de las plantas no transformadas. 

La fusión traduccional a proteínas altamente estables para mejorar los niveles de 

expresión de otras proteínas menos estables es una estrategia ampliamente utilizada en 

sistemas de expresión de plantas (Leelavathi and Reddy, 2003; Lentz et al., 2012; Morgenfeld 

et al., 2014; Morgenfeld et al., 2009; Staub et al., 2000). Resultan de particular interés las 

fusiones de proteínas estables de manera de que estas conformen la parte N-terminal de la 

fusión ya que precisamente en esta región se han encontrado determinantes importantes de 

estabilidad (Apel et al., 2010). Esto constituye una regla general y también se han encontrado 

casos de proteínas que confieren mayor estabilidad cuando se las fusiona de manera de 

quedar conformando el extremo C-terminal. Según se desprendió del análisis de la 

acumulación de transcriptos, este no parecería ser el caso para BLS. Puesto que se observaron 

diferencias en los niveles de acumulación de los transcriptos de RNA mayoritarios codificantes 

para ambas proteínas recombinantes, sería más probable que la mayor expresión de BLSVP8d-

Eq respecto a VP8d-Eq se deba a una mayor tasa transcripcional y acumulación de RNA 

mensajero. Como ambos tipos de mensajero comparten las regiones río arriba (la región 5´UTR 

del gen psbA) y río abajo (la región codificante para VP8d-Eq) del inicio de la traducción se 

presume que la tasa de inicio de la traducción no sería responsable de la diferencia observada 

en sus niveles de expresión. Por otra parte, la acumulación más rápida de proteína 

recombinante en hojas jóvenes para VP8d-Eq parecería favorecer la hipótesis de que la fusión 

a BLS no resultaría especialmente estabilizante. La ausencia del transcripto policistrónico 

detectada en ambos casos haría suponer un problema de estabilidad de los mismos y no 

jugaría un papel significativo para explicar la diferencia observada en los niveles de expresión. 
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Si se considera que la fusión BLSVP8d-Eq está compuesta aproximadamente en un 50% por 

VP8d-Eq la cantidad obtenida para esta proteína sería equivalente para los dos tipos de plantas 

transplastómicas. En este caso, la utilidad de fusionar VP8d-Eq a BLS radicaría en su capacidad 

para incrementar la inmunogenicidad de la fusión como un todo. Al momento de escritura de 

la presente tesis quedan pendientes los ensayos de neutralización viral que permitan 

establecer la presencia de anticuerpos neutralizantes contra rotavirus equino y si también en 

este caso la fusión a BLS aporta una mayor capacidad inmunogénica.  

Durante el trabajo de esta tesis pudieron ponerse en evidencia las ventajas de las 

plantas transplastómicas como sistema de producción de vacunas recombinantes (no 

glicosiladas) de manera potencialmente costo-efectiva. Los niveles de expresión alcanzados 

serían en principio compatibles con la producción masiva de los antígenos vacunales (Rybicki, 

2009; Rybicki, 2010). Asimismo, la gran estabilidad y concentración de las proteínas 

recombinantes en hojas liofilizadas permitiría facilitar el almacenamiento, purificación 

(pudiéndose incluso obviar tal como se demostró), transporte y administración, abaratando 

aún más los costos.  

La estrategia de producción evaluada es integral, ya que no solo contempla la 

vacunación activa sino que además plantea la inmunización pasiva con anticuerpos IgY anti-

rotavirus de fácil obtención y purificación. 

Si bien en un principio se vislumbró a las plantas como un sistema extremadamente 

barato para la producción de vacunas comestibles, con el tiempo se hicieron evidentes las 

necesidades de contar con procesos previos de purificación y estandarización para lograr una 

administración controlada y reproducible de la dosis del antígeno (Rybicki, 2010). Los 

antígenos producidos en cloroplastos de tabaco durante la presente tesis serían susceptibles 

de ser administrados por vía oral a partir de extractos liofilizados y cuantificados. La pared 

celular y la membrana de los cloroplastos podrían actuar como bioencapsulantes naturales 

permitiendo que los antígenos alcancen el tejido linfoide asociado al tubo digestivo para 

despertar inmunidad a nivel de mucosas, lo cual sería esencial si se considera el mecanismo de 

acción de rotavirus (Chan and Daniell, 2015). En este sentido, la proteína BLS podría contribuir 

especialmente a potenciar este tipo de inmunidad (dado que ya se demostró la capacidad que 

tienen fusiones a la proteína BLS purificadas a partir de E. coli para conferir inmunidad luego 

de administradas por via oral) (Fragoso et al., 2011; Rosas et al., 2006). Llegado el caso se 

debería prestar especial atención a los niveles de nicotina y otros alcaloides, los cuales resultan 
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tóxicos y dificultan la administración oral del tabaco. El tabaco no presenta el riesgo de 

introducirse accidentalmente en la cadena alimenticia, por lo cual podría evaluarse en un 

futuro la producción de antígenos recombinantes fusionados a BLS para inmunización oral en 

las variedades de tabaco con contenido reducido de alcaloides que existen disponibles hoy en 

día (Liew and Hair-Bejo, 2015). Alternativamente podría evaluarse la posibilidad de expresar 

estas fusiones con la misma finalidad en plantas transplastómicas de lechuga (Kwon and 

Daniell, 2015; Lakshmi et al., 2013; Su et al., 2015). 

Resulta poco probable que las plantas, a corto plazo, desplacen a otros sistemas más 

convencionales de producción de proteínas recombinantes, los cuales se encuentran mucho 

más establecidos, refinados y estandarizados, tanto desde el punto de vista industrial como el 

de la regulatoria. Sin embargo, aún existe lugar para los sistemas basados en plantas, los 

cuales pueden resultar más convenientes en situaciones determinadas (Stoger et al., 2014). 

Hoy día se cuenta con varios productos recombinantes comerciales producidos en plantas en 

el mercado (entre los cuales se encuentra una vacuna veterinaria), números antígenos 

vacunales en fases clínicas de evaluación y cada vez más cantidad de plantas capaces de 

producir compuestos recombinantes siguiendo buenas prácticas de manufactura. Siendo este 

el contexto actual, y teniendo en cuenta la regulatoria más laxa en el caso de antígenos de uso 

veterinario, no se vislumbra tan remota la posibilidad de generar una vacuna comercial contra 

rotavirus equino, aprovechando las propiedades potencialmente inmunogénicas de BLS. 

 

Durante los últimos tiempos, y por cuestiones de percepción pública, bioseguridad y 

regulatoria, surgió una tendencia a evitar el uso de marcadores de selección basados en la 

resistencia a antibióticos durante la transgénesis vegetal. Esta estrategia es deseable para 

facilitar la regulatoria de las plantas generadas ya que de este modo se evitar los riesgos 

hipotéticos de transferencia horizontal de los genes resistencia hacia las bacterias. En la 

actualidad existen varias alternativas mejor ponderadas basadas en la remoción de los genes 

de resistencia a antibiótico una vez generadas las plantas o en el uso de otros tipos de 

marcadores de resistencia entre los cuales se encuentran los que derivan de plantas (Breyer et 

al., 2014).  

Teniendo todo esto en cuenta, en la última instancia de tesis se pretendió emplear el 

gen de flavodoxina para otorgar tolerancia frente a algún tipo de estrés ambiental. Este gen no 

solamente deriva de un organismo fotosintético evolutivamente relacionado a las plantas 

vasculares (Anabaena sp) sino que además está desprovisto de regulación en plantas y codifica 
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una proteína isofuncional a la ferredoxina endógena cuyo mecanismo de acción está 

ampliamente caracterizado. Además, este gen no presentaría un riesgo a la salud humana ya 

que está presente en especies de algas consumo humano. Más importantemente, además de 

constituir un selector interesante el gen de flavodoxina sería de sumo interés agronómico. Su 

inclusión durante la generación de una planta transplastómica podría además permitir a las 

plantas resistir a una amplia variedad de estreses de manera sencilla y simultánea, sin producir 

efectos fenotípicos adversos, incrementando así los rendimientos económicos (Zurbriggen et 

al., 2010; Zurbriggen et al., 2008). 

La expresión del gen de flavodoxina ya había demostrado ser responsable de una 

mayor tolerancia a distintos tipos de estrés biótico y abiótico en plantas. Particularmente ya se 

encontraba descripta la resistencia conferida por este gen a varios tipos de adversidades 

ambientales que derivan en estrés oxidativo (Tognetti et al., 2007a; Tognetti et al., 2006; 

Tognetti et al., 2007b; Zurbriggen et al., 2009; Zurbriggen et al., 2008). Pese a que diferentes 

tipos de estrés presentan diversos mecanismos de acción a nivel molecular, muchos convergen 

en la perturbación de la cadena de transporte de electrones fotonsintética y la formación de 

especies reactivas de oxígeno causando daños importantes a nivel celular. Entre estos tipos de 

estrés se encuentran el estrés salino y el generado por metil viológeno (compuesto 

propagador de superóxidos) (Tognetti et al., 2006; Zurbriggen et al., 2007; Zurbriggen et al., 

2008). Por lo tanto, en una primera aproximación se realizaron experimentos de regeneración 

de explantos de tabaco no transformados bajo condiciones estándar de laboratorio y bajo la 

influencia adicional de estrés oxidativo ocasionado por exposición al herbicida metil viológeno. 

La acción de este compuesto demostró ser demasiado drástica para ser empleado en un 

esquema de selección habitual. Adicionalmente, debido a problemas de diseño experimental, 

se encontraron dificultades para garantizar una exposición homogénea al agente oxidante, 

cualidad necesaria si se quiere emplear este compuesto como agente selector. Por más que se 

experimentó con formas menos drásticas que la infiltración por vacío para permitir la 

permeabilización del metil viológeno al tejido, en todos los casos se vio que la manipulación 

adicional de los explantos por sí misma para exponerlos al estrés se tradujo en una baja 

sustancial de la eficiencia de la regeneración. Esta disminución en los niveles de regeneración 

respecto a los controles no sometidos al tratamiento, ya sea porque el metil viológeno se 

encontrara presente o no, se puso en evidencia poco tiempo después de colocar los explantos 

en el medio de regeneración y constituyó una característica indeseada. Por todo esto y como 

además el metil viológeno es un compuesto altamente tóxico, se centraron los esfuerzos en 

selección por estrés salino ocasionado por cloruro de sodio, el cual a diferencia del metil 
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viológeno no genera efectos deletéreos de manera tan brusca y es un compuesto inocuo, 

barato, de fácil acceso cuyo uso simplifica los protocolos utilizados en el laboratorio.  

En el caso de la sal se realizaron curvas de regeneración en paralelo con plantas wild-

type y con plantas heteroplásticas expresando FLD. Algunas plantas empleadas, al no contener 

el transgén en todas las copias del ADN del cloroplasto, presentaron un fenotipo 

heteroplástico característico (Ahlert et al., 2003). 

Si bien pudo determinarse con éxito que a concentraciones alrededor de 150 mM o 

mayores de cloruro de sodio los explantos no transformados fueron incapaces de regenerar y 

murieron, a esta concentración los explantos expresando el gen de flavodoxina solo pudieron 

regenerar en forma de callo y no dieron lugar a brotes discretos. La sal afectó, por algún 

mecanismo desconocido, al proceso de regeneración. Esta hipótesis resultó avalada por el 

hecho de que en ausencia de sal los controles con explantos que expresaban flavodoxina 

pudieron regenerar tan eficientemente como los explantos wild-type. 

Alternativamente, se intentó disminuir la concentración de sal empleada durante la 

selección, pero la aparición de brotes en los explantos no transformados implicó un 

compromiso entre la cantidad de brotes wild-type y brotes verdaderamente resistentes 

generados a partir de los callos en los explantos expresando flavoxodina. 

La regeneración de brotes a partir de explantos de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana 

es un proceso rutinario puesto a punto que no presenta mayores complicaciones en 

condiciones normales de laboratorio. Esfuerzos adicionales para intentar compatibilizar este 

proceso con la presencia de sal hubieran implicado una nueva y exhaustiva puesta a punto de 

las condiciones de regeneración de los explantos, el cual no resultaba ser uno de los objetivos 

de la presente tesis. De manera adicional, podría haberse experimentado con otras sales 

similares como el cloruro de potasio o incluso con otros agentes estresantes. 

Recientemente en colaboración con el Dr. Néstor Carrillo (IBR, Rosario) se observó que 

las plantas transgénicas que expresaban flavodoxina nivel nuclear y dirigida a cloroplasto 

fueron más resistentes a estrés de tipo biótico y abiótico, de manera dosis dependiente 

(Tognetti et al., 2007a; Zurbriggen et al., 2008). Sin embargo, cuando los niveles de expresión 

de flavodoxina fueron más altos que los niveles de ferredoxina endógena (situación que 

ocurrió en el caso de las plantas transplastómicas), estos se tornaron perjudiciales para el 

bienestar de la planta. Es decir que la mejoría de los parámetros sintéticos y la tolerancia a 

estrés (particularmente al ocasionado por metil vilógeno) siguieron una curva de tipo 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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campana, mostrando primero un incremento dosis dependiente para luego, a concentraciones 

más altas de FLD, caer a niveles similares a los de plantas wild-type (Ceccoli et al., 2012; 

Lodeyro et al., 2012). Estos nuevos resultados nos hicieron pensar en que el gen de 

flavodoxina, al igual que los que confieren resistencia a herbicidas, se comporta como un 

selector secundario (o recesivo) y no resulta adecuado para conferir resistencia si solo unas 

pocas copias del ADN plastídico resultan transformadas en primera instancia. Por lo tanto, la 

selección primaria con este gen solo sería posible si la segregación al azar produce un plástido 

que lo contenga en suficientes cantidad de copias como para soportar la letalidad del estrés, lo 

cual es un evento raro y disminuye marcadamente la eficiencia de aparición de 

transformantes. En contraste, el gen aada constituye un marcador principal (o dominante) ya 

que al estar presente en pocas copias es capaz de inactivar los antibióticos del medio (Breyer 

et al., 2014; Day and Goldschmidt-Clermont, 2011). Estos resultados más las dificultades 

comentadas con anterioridad nos hicieron pensar que sería muy difícil y poco probable 

encontrar las condiciones para utilizar flavadoxina como gen selector primario. Su utilización 

sería más beneficiosa en una etapa de selección secundaria con el fin de remover el gen aada 

de las plantas transplastómicas generadas. 
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Materiales y métodos  

 

Cepas bacterianas.  

Se utilizó la cepa DH10B de Escherichia coli. Los cultivos líquidos crecieron a 37 °C en 

medio LB (peptona de caseína o triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, y NaCl 10 g/L) con 

agitación a 220 r.p.m. Los cultivos en medio sólido se crecieron en placas de Petri a 37 °C en 

medio LB adicionado con 1,6% (m/v) de agar. El medio se suplementó con antibióticos de 

acuerdo a la resistencia otorgada por cada plásmido y en las siguientes concentraciones: 

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

  

Preparación de células electrocompetentes de E. coli.  

A partir de una colonia aislada se creció un cultivo de 10 ml toda la noche. Se realizó 

una dilución 1:100 del cultivo, y se continuó la incubación en un volumen de 300 ml hasta 

alcanzar una densidad óptica medida a 600 nm que estuviera entre 0,5 y 1. Se enfrió el cultivo 

en hielo 30 min, y se centrifugó a 4.000 xg 15 min a 4 °C. Se eliminó el sobrenadante y el pellet 

se resuspendió en 1 L de agua (0 °C). Se repitió la centrifugación y resuspensión utilizando 500 

ml de agua (0°C) y los lavados se repitieron resuspendiendo luego en 20 ml de glicerol 10% 

(v/v) (0 °C) y finalmente en 2 ml de glicerol 10% (v/v) (0 °C). La preparación fue alicuotada y 

mantenida a -70 °C hasta su utilización. 

  

Transformación de células competentes de E. coli por electroporación.  

Se agregó 1 µl de la preparación de ADN a 50 µl de células electrocompetentes, se 

incubó 5 min en hielo, y se transfirió la mezcla a una cubeta de electroporación de 0,2 mm. Se 

utilizó el programa Ec2 del electroporador Micropulser (BIO-RAD), y luego del pulso eléctrico 

se agregó inmediatamente 1 ml de medio LB a la cubeta, y se trasvasó el volumen a un 

microtubo de 1,5 ml. Las células se incubaron 1 h a 37 °C, y luego se plaqueó una alícuota de 

100 µl en medio LB sólido con antibiótico. Las colonias fueron visualizadas luego de la 

incubación de las placas durante toda la noche a 37 °C.  

  

Líneas de plantas.  

Nicotiana tabacum cv. Petit Havana: Línea usada para la generación de plantas 

transplastómicas. 
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Aislamientos virales. 

El rotavirus bovino fue preparado por la Dra. Marina Mozgovoj en el laboratorio del Dr. 

Andrés Wigdorovitz (Instituto de Virología, INTA-Castelar) y corresponde a la cepa C486 

G6P[1]. 

El rotavirus Equino fue preparado por el Dr. Demian Bellido en el laboratorio del Dr. 

Andrés Wigdorovitz (Instituto de Virología, INTA-Castelar) y corresponde a la cepa H2 G3P[12]. 

Plásmidos. 

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

-pBSW-utr: Vector de transformación de cloroplastos (Wirth et al., 2006). 

-pBSW-utr/FLD: Vector de transformación de cloroplastos, conteniendo la secuencia del gen 

Flavodoxina (Blanco et al., 2011). 

-pET-BLS-VP8d: Construcción utilizada para obtener la secuencia de la fusión BLSVP8d Bovina 

(Bellido et al., 2009). La misma contiene la secuencia del core de VP8 (desde el nucleótido 184 

al 672 del gen de VP4) fusionada rio arriba a la secuencia de lumazina sintasa de Brucella spp.  

-pBSW-utr/VP8*: Vector de transformación de cloroplastos, conteniendo la secuencia del 

antígeno de rotavirus bovino VP8*. (Lentz et al., 2011), utilizado como control positivo en 

ensayos de Western Blot. 

Secuencias 

-BLSVP8d-Bov: Secuencia nucleotídica y aminoacídica de la fusión BLSVP8d-Bov. La quimera 

consiste del core de VP8 (desde el nucleótido 184 al 672 del gen de VP4 de Rotavirus bovino) 

fusionado mediante el pentapéptido GSGSG al extremo N-terminal de la enzima lumazina 

sintasa de Brucella spp. Se muestran subrayados en la secuencia nucleotídica los sitios NdeI 

(CATATG) y XbaI (TCTAGA), utilizados en el subclonado y los codones de iniciación y fin de la 

traducción (en negrita). Se indica en la secuencia aminoacídica los residuos correspondientes 

al linker (subrayado y sombreado). Además se señalan sombreados cambios en la secuencia 

nucleotídica utilizada en la construcción respecto a la secuencia teórica de VP8. De la misma 

manera se indican sombreados los cambios aminoacídicos correspondientes. 

0001 CATATGCATGAACCAGTGCTTGATGGACCATATCAACCAACGACTTTTAATCCACCTGTA 

0001 M  H  E  P  V  L  D  G  P  Y  Q  P  T  T  F  N  P  P  V 

0061 AGTTATTGGATGTTGTTAGCACCAACGAACGCGGGGGTGGTAGATCAAGGTACGAACAAT 

0020  S  Y  W  M  L  L  A  P  T  N  A  G  V  V  D  Q  G  T  N  N 

0121 ACAAACAGATGGTTAGCGACAATATTAATTAAACCAAATGTACAGCAAGTTGAGCGAACA 

0040  T  N  R  W  L  A  T  I  L  I  K  P  N  V  Q  Q  V  E  R  T 

0181 TATACATTATTTGGGCAACAAGTTCAAGTAACAGTATCAAATGATTCACAGACAAAGTGG 

0060  Y  T  L  F  G  Q  Q  V  Q  V  T  V  S  N  D  S  Q  T  K  W 

0241 AAGTTTGTGGATCTAAGTAAGCAGACACAAGATGGTAATTATTCACAACACGGTCCTCTA 
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0080   K  F  V  D  L  S  K  Q  T  Q  D  G  N  Y  S  Q  H  G  P  L  

0301 CTGTCAACACCGAAACTGTATGGAGTGATGAAACATGGAGGTAAAATTTACACTTATAAT 

0100   L  S  T  P  K  L  Y  G  V  M  K  H  G  G  K  I  Y  T  Y  N  

0361 GGAGAGACACCGAACGCAACTACTGGTTACTACTCTACAACTAACTTTGACACTGTAAAC 

0120   G  E  T  P  N  A  T  T  G  Y  Y  S  T  T  N  F  D  T  V  N  

0421 ATGACAGCATATTGTGATTTTTATATAATTCCATTAGCACAAGAAGCAAAATGCACTGAA 

0140   M  T  A  Y  C  D  F  Y  I  I  P  L  A  Q  E  A  K  C  T  E  

0481 TACATAAATAATGGATTAGGTTCTGGTTCTGGTCTTAAGACATCCTTTAAAATCGCATTC 

0160   Y  I  N  N  G  L  G  S  G  S  G  L  K  T  S  F  K  I  A  F  

0541 ATTCAGGCCCGCTGGCACGCCGACATCGTTGACGAAGCGCGCAAAAGCTTTGTCGCCGAA 

0180   I  Q  A  R  W  H  A  D  I  V  D  E  A  R  K  S  F  V  A  E  

0601 CTGGCCGCAAAGACGGGTGGCAGCGTCGAGGTAGAGATATTCGACGTGCCGGGTGCATAT 

0200   L  A  A  K  T  G  G  S  V  E  V  E  I  F  D  V  P  G  A  Y  

0661 GAAATTCCCCTTCACGCCAAGACATTGGCCAGAACCGGGCGCTATGCAGCCATCGTCGGT 

0220   E  I  P  L  H  A  K  T  L  A  R  T  G  R  Y  A  A  I  V  G  

0721 GCGGCCTTCGTGATCGACGGCGGCATCTATCGTCATGATTTCGTGGCGACGGCCGTTATC 

0240   A  A  F  V  I  D  G  G  I  Y  R  H  D  F  V  A  T  A  V  I  

0781 AACGGCATGATGCAGGTGCAGCTTGAAACGGAAGTGCCGGTGCTGAGCGTCGTGCTGACG 

0260   N  G  M  M  Q  V  Q  L  E  T  E  V  P  V  L  S  V  V  L  T  

0841 CCGCACCATTTCCATGAAAGCAAGGAGCATCACGACTTCTTCCATGCTCATTTCAAGGTG 

0280   P  H  H  F  H  E  S  K  E  H  H  D  F  F  H  A  H  F  K  V  

0901 AAGGGCGTGGAAGCGGCCCATGCCGCCTTGCAGATCGTGAGCGAGCGCAGCCGCATCGCG 

0300   K  G  V  E  A  A  H  A  A  L  Q  I  V  S  E  R  S  R  I  A  

0961 CTTGTCTGATCTAGAGGATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGA 

0320   L  V  * 

 

966 nucleótidos, 321 aminoácidos, 35,5 kDa. 

-VP8d-Eq: Secuencia nucleotídica y aminoacídica del antígeno de Rotavirus equino VP8d 

(desde el aminoácido 62 al 224 de la proteína VP4). Se muestran subrayados en la secuencia 

nucleotídica los sitios NdeI (CATATG), XbaI (TCTAGA) y Bsp1286I (GGGCTC), utilizados en el 

subclonado y los codones de iniciación y fin de la traducción (en negrita). Además se indican 

sombreados en la secuencia nucleotídica cambios sinónimos a fin de eliminar o introducir 

sitios de restricción. 

0001  CATATGGAACCAGTACTAGATGGTCCATACCAACCAACTAAGTTTAATCCACCAGTGAAT 

0001      M  E  P  V  L  D  G  P  Y  Q  P  T  K  F  N  P  P  V  N  

0061  TATTGGATGCTACTATCTCCTTTAAACGCTGGTGTTGTGGTTGAAGGAACAAATAGTATT 

0020   Y  W  M  L  L  S  P  L  N  A  G  V  V  V  E  G  T  N  S  I  

0121  GATCGCTGGTTAGCAACTATTTTAATAGAACCAAACGTTACAACAACTACCAGAACATAC 

0040   D  R  W  L  A  T  I  L  I  E  P  N  V  T  T  T  T  R  T  Y  

0181  ACATTATTTGGAGTGCAAGAGCAGATATCAGTAGAAAACAATTCAACTACAAAATGGAAA 

0060   T  L  F  G  V  Q  E  Q  I  S  V  E  N  N  S  T  T  K  W  K  

0241  TTTATAAATTTAATTAAAACTACTCTATCGGGCAGTTTTTCATTATATTCTACTCTACTA 

0080   F  I  N  L  I  K  T  T  L  S  G  S  F  S  L  Y  S  T  L  L  

0301  TCAGAACCAAAATTACATGGAATTATGAAACATGGTGGACAGCTATGGGTTTATAATGGA 

0100   S  E  P  K  L  H  G  I  M  K  H  G  G  Q  L  W  V  Y  N  G  

0361  GAAACTCCAAATGCCACTACTACGGGCTACGTAACTTCAAATTATGATGCACTTACTATG 

0120   E  T  P  N  A  T  T  T  G  Y  V  T  S  N  Y  D  A  L  T  M  

0421  ACATCCTTTTGTGATTTTTATATAATTCCTAGAAATCAAGAGTCAACATGTACAGAATAT 

0140   T  S  F  C  D  F  Y  I  I  P  R  N  Q  E  S  T  C  T  E  Y  

0481  ATTAATAATGGGCTCTAATCTAGA 

0160   I  N  N  G  L  * 

 

495 nucleótidos; 164 aminoácidos; 18.4 kDa. 

-BLSVP8d-Eq: Secuencia nucleotídica y aminoacídica de la fusión BLSVP8d-Eq. La quimera 

consiste del core de VP8 (desde el aminoácido 62 al 224 de la proteína VP4 de Rotavirus 
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equino) fusionado mediante el pentapéptido GSGSG al extremo N-terminal de la enzima 

lumazina sintasa de Brucella spp. Se muestran subrayados en la secuencia nucleotídica los 

sitios NdeI (CATATG), XbaI (TCTAGA) y Bsp1286I (GGGCTC) utilizados en el subclonado y los 

codones de iniciación y fin de la traducción (en negrita). Se indican en la secuencia 

aminoacídica los residuos correspondientes al linker (sombreado). Además se indican 

sombreados en la secuencia nucleotídica cambios sinónimos a fin de eliminar o introducir 

sitios de restricción. 

0001 CATATGGAACCAGTACTAGATGGTCCATACCAACCAACTAAGTTTAATCCACCAGTGAAT 

0001 M  E  P  V  L  D  G  P  Y  Q  P  T  K  F  N  P  P  V  N  

0061 TATTGGATGCTACTATCTCCTTTAAACGCTGGTGTTGTGGTTGAAGGAACAAATAGTATT 

0020  Y  W  M  L  L  S  P  L  N  A  G  V  V  V  E  G  T  N  S  I  

0121 GATCGCTGGTTAGCAACTATTTTAATAGAACCAAACGTTACAACAACTACCAGAACATAC 

0040  D  R  W  L  A  T  I  L  I  E  P  N  V  T  T  T  T  R  T  Y  

0181 ACATTATTTGGAGTGCAAGAGCAGATATCAGTAGAAAACAATTCAACTACAAAATGGAAA 

0060  T  L  F  G  V  Q  E  Q  I  S  V  E  N  N  S  T  T  K  W  K  

0241 TTTATAAATTTAATTAAAACTACTCTATCGGGCAGTTTTTCATTATATTCTACTCTACTA 

0080  F  I  N  L  I  K  T  T  L  S  G  S  F  S  L  Y  S  T  L  L  

0301 TCAGAACCAAAATTACATGGAATTATGAAACATGGTGGACAGCTATGGGTTTATAATGGA 

0100  S  E  P  K  L  H  G  I  M  K  H  G  G  Q  L  W  V  Y  N  G  

0361 GAAACTCCAAATGCCACTACTACGGGCTACGTAACTTCAAATTATGATGCACTTACTATG 

0120  E  T  P  N  A  T  T  T  G  Y  V  T  S  N  Y  D  A  L  T  M  

0421 ACATCCTTTTGTGATTTTTATATAATTCCTAGAAATCAAGAGTCAACATGTACAGAATAT 

0140  T  S  F  C  D  F  Y  I  I  P  R  N  Q  E  S  T  C  T  E  Y  

0481 ATTAATAATGGGCTCGGTTCTGGTTCTGGTCTTAAGACATCCTTTAAAATCGCATTCATT 

0160  I  N  N  G  L  G  S  G  S  G  L  K  T  S  F  K  I  A  F  I  

0541 CAGGCCCGCTGGCACGCCGACATCGTTGACGAAGCGCGCAAAAGCTTTGTCGCCGAACTG 

0180  Q  A  R  W  H  A  D  I  V  D  E  A  R  K  S  F  V  A  E  L  

0601 GCCGCAAAGACGGGTGGCAGCGTCGAGGTAGAGATATTCGACGTGCCGGGTGCATATGAA 

0200  A  A  K  T  G  G  S  V  E  V  E  I  F  D  V  P  G  A  Y  E  

0661 ATTCCCCTTCACGCCAAGACATTGGCCAGAACCGGGCGCTATGCAGCCATCGTCGGTGCG 

0220  I  P  L  H  A  K  T  L  A  R  T  G  R  Y  A  A  I  V  G  A  

0721 GCCTTCGTGATCGACGGCGGCATCTATCGTCATGATTTCGTGGCGACGGCCGTTATCAAC 

0240  A  F  V  I  D  G  G  I  Y  R  H  D  F  V  A  T  A  V  I  N  

0781 GGCATGATGCAGGTGCAGCTTGAAACGGAAGTGCCGGTGCTGAGCGTCGTGCTGACGCCG 

0260  G  M  M  Q  V  Q  L  E  T  E  V  P  V  L  S  V  V  L  T  P  

0841 CACCATTTCCATGAAAGCAAGGAGCATCACGACTTCTTCCATGCTCATTTCAAGGTGAAG 

0280  H  H  F  H  E  S  K  E  H  H  D  F  F  H  A  H  F  K  V  K  

0901 GGCGTGGAAGCGGCCCATGCCGCCTTGCAGATCGTGAGCGAGCGCAGCCGCATCGCGCTT 

0300  G  V  E  A  A  H  A  A  L  Q  I  V  S  E  R  S  R  I  A  L 

0961 GTCTGATCTAGAGGATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGA 

0320  V  * 

963 nucleótidos; 320 aminoácidos; 35,4 kDa. 

-FLD: Secuencia nucleotídica y aminoacídica de flavodoxina de Anabaena sp. 

0001 CATATGTCAAAGAAAATTGGTTTATTCTACGGTACTCAAACTGGTAAAACTGAATCAGTA 

0001 M  S  K  K  I  G  L  F  Y  G  T  Q  T  G  K  T  E  S  V  

0061 GCAGAAATCATTCGAGACGAGTTTGGTAATGATGTGGTGACATTACACGATGTTTCCCAG 

0020  A  E  I  I  R  D  E  F  G  N  D  V  V  T  L  H  D  V  S  Q  

0121 GCAGAAGTAACTGACTTGAATGATTATCAATATTTGATTATTGGCTGTCCTACTTGGAAT 

0040  A  E  V  T  D  L  N  D  Y  Q  Y  L  I  I  G  C  P  T  W  N  

0181 ATTGGCGAACTGCAAAGCGATTGGGAAGGACTCTATTCAGAACTGGATGATGTAGATTTT 

0060  I  G  E  L  Q  S  D  W  E  G  L  Y  S  E  L  D  D  V  D  F  

0241 AATGGTAAATTGGTTGCCTACTTTGGGACTGGTGACCAAATAGGTTACGCAGATAATTTT 

0080  N  G  K  L  V  A  Y  F  G  T  G  D  Q  I  G  Y  A  D  N  F  

0301 CAGGATGCGATCGGTATTTTGGAAGAAAAAATTTCTCAACGTGGTGGTAAAACTGTCGGC 
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0100  Q  D  A  I  G  I  L  E  E  K  I  S  Q  R  G  G  K  T  V  G 

0361 TATTGGTCAACTGATGGATATGATTTTAATGATTCCAAGGCACTAAGAAATGGCAAGTTT 

0120  Y  W  S  T  D  G  Y  D  F  N  D  S  K  A  L  R  N  G  K  F 

0421 GTAGGACTAGCTCTTGATGAAGATAATCAATCTGACTTAACAGACGATCGCATCAAAAGT 

0140  V  G  L  A  L  D  E  D  N  Q  S  D  L  T  D  D  R  I  K  S 

0481 TGGGTTGCTCAATTAAAGTCTGAATTTGGTTTGTAATCTAGA 

0160  W  V  A  Q  L  K  S  E  F  G  L  *

513 nucleótidos; 170 aminoácidos; 19 kDa. 

Oligonucleótidos iniciadores:  

Cloro fw:  5’ GTATCTGGGGAATAAGCATCGG 3’ 

Cloro rv:  5’ CGATGACGCCAACTACCTCTG 3’ 

NdeI5´BLSVP8d-Bov:  5’ CCCATATGCATGAACCAGTGCTTG 3’ 

XbaI3´BLSVP8d-Bov:   5’ CCTCTAGATCAGACAAGCGCGATGC 3’ 

Bsp1286I5´BLS: 5’ AAGGGCTCGGTTCTGGTTCTGGTC 3’ 

Se indican subrayados los sitios de restricción incorporados en los oligonucleótidos. 

Metodología del ADN recombinante. 

Preparación de ADN plasmídico. 

El ADN plasmídico utilizado para analizar colonias recombinantes se preparó mediante 

el método de lisis alcalina. Se crecieron cultivos de 5 ml a partir de colonias aisladas, y se 

cosechó 1,5 ml por centrifugación a 600 g. El pellet se resuspendió en 300 µl de solución 1 

(Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA-Na 2 10 mM, ribonucleasa A 100 µg/ml), se agregaron 300 µl de 

solución 2 (NaOH 200 mM, SDS 1% [m/v]), se mezcló por inversión y se incubó 5 min a 

temperatura ambiente. Luego se agregaron 300 µl de solución 3 (acetato de potasio 3 M pH 

5,5) se mezcló por inversión y se incubó 5 min en hielo. Los tubos se centrifugaron 10 min a 

15.000 xg (4 °C), se trasvasó el sobrenadante a un nuevo tubo y se precipitó el ADN agregando 

0,6 volúmenes de isopropanol. Se centrifugó 10 min a 15.000 g, se descartó el sobrenadante y 

se realizó un lavado del precipitado con 500 µl de etanol 70% (v/v). Finalmente, se dejó secar 

el precipitado y se resuspendió en 30 µl de agua destilada. El ADN plasmídico utilizado para 

secuenciación, se preparó con el kit comercial Wizard plus SV minipreps DNA purification 

system (Promega), según las instrucciones del fabricante. El utilizado para la transformación de 

cloroplastos de tabaco, fue preparado con el sistema Plasmid Midi Kit (QIAGEN), siguiendo el 

protocolo sugerido por la empresa. 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Reacciones de ligación, cortes con enzimas de restricción y preparación de vectores e 

insertos.  

Las reacciones de ligación y restricción se realizaron con enzimas comerciales de New 

England Biolabs, según los protocolos sugeridos por la empresa. Para las reacciones de PCR se 

utilizó la enzima GoTaq DNA polymerase (Promega). Los fragmentos de ADN a utilizarse como 

insertos o moldes en reacciones de ligación o marcación, obtenidos de digestiones enzimáticas 

o reacciones de PCR, fueron purificados con el kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band

Purification Kit (GE Healthcare). En la preparación de los vectores se procedió del mismo 

modo. 

Desfosforilación de extremos compatibles 

Los plásmidos con extremos romos y cohesivos compatibles, se desfosforilaron 

previamente a la reacción de ligación. Se utilizó para ello la fosfatasa alcalina SAP (Shrimp 

Alkaline Phosphatase, Promega), en las condiciones indicadas por el fabricante. El ADN 

purificado se incubó a 37 °C durante 15 minutos con 1 unidad de SAP por cada µg de ADN, en 

el buffer suministrado con la enzima, en 50 µl de reacción. La enzima se inactivó calentando la 

mezcla de reacción a 65 °C durante 15 minutos. 

Transformación genética de cloroplastos de plantas de tabaco. 

Se realizó la transformación por biobalística según el método descripto por Svab y 

Maliga (Svab and Maliga, 1993), utilizando el sistema PDS-1000 / He Particle Delivery System 

(BIO-RAD) y el vector de transformación de cloroplastos pBSW-utr (Wirth et al., 2006). El 

protocolo incluyó la preparación y recubrimiento con ADN de las micropartículas de oro, el 

bombardeo de las hojas, la selección de los transformantes por cultivo del tejido in vitro en 

presencia de agente selector, y la posterior rusticación de los eventos transplastómicos.  

Preparación y recubrimiento de partículas de oro con ADN plasmídico. 

Se realizó según el protocolo detallado por Lutz y colaboradores (Lutz et al., 2006), 

utilizando micropartículas de oro de 0,6 µm de diámetro (BIO-RAD). Las micropartículas fueron 

esterilizadas en etanol 70% (v/v), se lavaron con agua estéril y se resuspendieron en glicerol 

50% (v/v). Se recubrieron 3 mg de micropartículas con 5 µg de ADN plasmídico, agitando en 

presencia de CaCl 2 1,25 mM y espermidina 20 mM. Luego se lavaron sucesivamente con 

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

Bombardeo de hojas. 

Se utilizaron hojas jóvenes de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Petit Havana) 

crecidas in vitro. Cada hoja fue bombardeada en su cara abaxial con 0,6 mg de micropartículas 
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recubiertas con ADN. Luego del bombardeo, las hojas se mantuvieron en oscuridad durante 48 

hs, en placas de Petri con medio RMOP (sales MS, tiamina 1 mg/L, mio-inositol 100 mg/L, ácido 

α-naftalenacético 0,1 mg/L, 6-bencilaminopurina 1 mg/L, sacarosa 3% [m/v], agar 0,8% [m/v], 

MES [ácido 2-{N-morfolino} etanosulfónico] 2,5 mM pH 5,75).  

 

Selección de transformantes, cultivo in vitro y rusticación.  

Las hojas bombardeadas fueron cortadas en fragmentos de aproximadamente 2x3 cm, 

eliminando la nervadura central, y cultivadas en placas de Petri conteniendo medio RMOP y 

espectinomicina 500 mg/L. Se incluyó como control de selección una hoja sin transformar 

cultivada en las mismas condiciones, y otra cultivada en ausencia de agente selector, como 

control de regeneración. Los explantos se mantuvieron entre 22 y 28 °C, con un fotoperiodo de 

16/8 hs de luz/oscuridad. A partir de las cuatro semanas posteriores al bombardeo se 

empezaron a observar brotes, que fueron repicados a medio MS (Murashige and Skoog, 1962) 

sólido (sales MS, tiamina 1 mg/L, mio-inositol 100 mg/L, sacarosa 3% [m/v], agar 0,8% [m/v], 

MES [ácido 2-{N-morfolino} etanosulfónico] 2,5 mM pH 5,75) conteniendo 500 mg/L de 

espectinomicina. Las plántulas fueron sometidas a dos rondas adicionales de regeneración en 

medio RMOP en presencia de espectinomicina 500 mg/L. Se transfirieron a medio sin 

fitohormonas para el desarrollo de raíces, y luego fueron rusticadas y mantenidas en 

invernadero con fotoperiodo controlado de 14/10 hs de luz/oscuridad, y temperatura regulada 

entre 25 y 30 °C. La luz natural fue suplementada con lámparas de sodio, obteniéndose una 

intensidad de 100-300 µmol s-1 m-2. Para la rusticación, se eliminaron los restos de medio de 

las raíces, lavando las mismas con agua, y se plantaron en macetas con una mezcla de 3:1:1 de 

humus, turba y perlita. Durante la primera semana se mantuvieron las macetas con una 

cubierta de polietileno para evitar la deshidratación y promover la adaptación de las plántulas 

a las condiciones de menor humedad. Las semillas obtenidas de plantas transplastómicas 

autofecundadas se esterilizaron superficialmente con una solución de lavandina comercial al 

10% (v/v), y se germinaron en medio MS sólido conteniendo 500 mg/L de espectinomicina, a 

fin de confirmar la herencia de los transgenes plastídicos. 

 

Esterilización y germinación de semillas de tabaco in vitro.  

Se sumergieron las semillas en etanol 70 % y luego se traspasó a una solución 1:10 de 

lavandina comercial, en la que se incubaron durante 3 minutos. A continuación se hicieron tres 

pasajes sucesivos por agua estéril para eliminar los restos de lavandina, se secaron y 

sometieron a un período de vernalización (48hs a 4 °C en oscuridad). Posteriormente se 

sembraron en medio MS sólido para germinar, a 26 °C con un fotoperiodo de 16/8 horas 

luz/oscuridad. 
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Análisis de ADN y ARN.  

Identificación de plantas transplastómicas mediante PCR.  

El ADN utilizado para la identificación por PCR de las plantas transplastómicas se 

obtuvo empleando el siguiente protocolo: se molieron en un microtubo 50 mg de hoja 

utilizando un vástago plástico de punta cónica, y se agregaron 350 µl de solución de extracción 

(Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA-Na 2 10 mM, NaCl 100 mM, SDS 1% [m/v], 2-mercaptoetanol 10 

mM). Se incubó 10 min a 65 °C, se agregó 150 µl de acetato de potasio 3 M pH 5,5 (0 °C), se 

mezcló por inversión y se incubó 20 min en hielo. Se centrifugó 10 min a 15.000 xg (4 °C), y se 

transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregó 1 µl de ribonucleasa A 10 mg/ml y se 

incubó 10 min a temperatura ambiente. El ADN se precipitó agregando 1 volumen de 

isopropanol, y centrifugando 10 min a 15.000 xg. El precipitado se lavó con etanol 80% (v/v), se 

dejó secar, y se resuspendió en 25 µl de agua.  

La reacción de PCR se realizó con 1 µl de la preparación de ADN total, y los 

oligonucleótidos iniciadores Cloro fw y Cloro rv, que hibridan con el gen plastídico 16S y el gen 

selector aadA, respectivamente. Los oligonucleótidos iniciadores permiten la amplificación de 

un fragmento de 1.450 pb sólo en las plantas transplastómicas (Wirth et al., 2006). La reacción 

de PCR se realizó empleando 30 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min a 55 °C y 2 min a 72 °C, en 

condiciones estándar de concentración de oligonucleótidos iniciadores, dNTPs y MgCl2.  

  

Ensayo de Southern blot.  

Se purificó ADN total mediante una modificación del protocolo desarrollado por 

Dellaporta y colaboradores (1983). Se maceró 1 g de hoja en mortero con nitrógeno líquido, y 

se agregaron 5 ml de buffer CTAB (CTAB [bromuro de hexadecil trimetil amonio] 2% [m/v], 

NaCl 1,4 M, Tris-HCl 100 mM pH 8, 2-mercaptoetanol 0,2% [v/v]) precalentado a 65 °C. Se 

trasvasó a un tubo de polipropileno y se incubó 30 min a 65 °C agitando cada 10 min. Luego se 

agregó un volumen de cloroformo y se agitó con vórtex. Se centrifugó 10 min a 5.000 xg (4 °C), 

la fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo y se repitió la extracción con cloroformo. Se agregó 

ribonucleasa A hasta una concentración final de 100 µg/ml y se incubó 30 min a 37 °C. Se 

agregaron 0,6 volúmenes de isopropanol y se mezcló suavemente por inversión. El ADN se 

precipitó centrifugando 20 min a 10.000 xg. El precipitado se lavó con etanol 70% (v/v), se dejó 

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

Se cortaron entre 2 y 4 µg de ADN total con 10-20 unidades de la correspondiente 

enzima de restricción según el caso, durante 1 h a 37 °C. Se agregó espermidina hasta una 

concentración final de 1 mM y se continuó el corte toda la noche a 37 °C. El ADN cortado se 

separó por electroforesis en geles de agarosa 0,8% (m/v) en buffer TAE, a 40 mA de corriente 

constante toda la noche. Luego de la electroforesis los geles se fotografiaron bajo luz UV y se 

eliminó la calle conteniendo los marcadores de peso molecular. Se lavaron con agua, se 

depurinizaron incubando con HCl 0,25 M durante 10 min, y se incubaron 20 min con agitación 

suave en 10 volúmenes de solución desnaturalizante (NaOH 0,4 M, NaCl 1,5 M). El ADN se 

transfirió por capilaridad con NaOH 0,4 M a membranas de nylon cargado Hybond N+ (GE 
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Healthcare), y se fijó incubando a 80 °C durante 2 h. Las membranas se bloquearon durante 2 

hs a 65 °C con 15 ml de solución Church (SDS 7% [m/v], BSA 1% [m/v], buffer fosfato 0,5 M pH 

7,2, EDTA-Na 2 1 mM), en un horno de hibridación rotatorio. Luego se agregó a la solución la 

sonda desnaturalizada y se incubó toda la noche a 65 °C. Al día siguiente, se descartó la 

solución con la sonda, se enjuagó la membrana con solución SSC 2X, SDS 0,1% (m/v), y se 

realizaron cuatro lavados sucesivos de 15 min cada uno con: 1) SSC 2X, SDS 0,1% (m/v) a 

temperatura ambiente; 2) SSC 2X, SDS 0,1% (m/v) a 65 °C; 3) SSC 0,2X, SDS 0,1% (m/v) a 65 °C, 

y 4) SSC 0,1X, SDS 0,1% (m/v) a 65 °C (20X SSC: citrato de sodio 300 mM pH 7, NaCl 3 M). Las 

membranas se revelaron exponiéndolas 3 h a una placa Fujifilm BAS-SR (Fuji PHOTO FILM), que 

fue analizada en un equipo Storm 820 Phosphorimager System (Molecular Dynamics).  

La sonda utilizada, dirigida contra los genes plastídicos trnI y trnA, se obtuvo a partir 

del plásmido pBS16S-23S (Segretin, 2009) por corte con las enzimas BamHI y BglII. El marcado 

radioactivo con [α- 32 P] dCTP y la purificación de la sonda marcada se realizó con el kit Prime-

a-gene (Promega), y la columna MicroSpin HR200 (Amersham Biosciences) respectivamente, 

según las indicaciones de los fabricantes.  

  

Ensayo de northern blot.  

Se purificó ARN total de hojas homogeneizando 200 mg de tejido fresco en mortero 

con nitrógeno líquido. Se agregó 1 ml de TRIzol (Invitrogen), y se incubó 5 min a temperatura 

ambiente en un microtubo; se agregaron 0,2 ml de cloroformo, se agitó 15 s con vórtex 

vigorosamente, y se incubó 3 min a temperatura ambiente. Luego se centrifugó 15 min a 

15.000 xg (4 °C), y se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo. El ARN se precipitó agregando 

0,5 ml de isopropanol e incubando 10 min a temperatura ambiente, seguidos de una 

centrifugación a 15.000 xg por 10 min (4 °C). El precipitado se lavó con 1 ml de etanol 75% 

(v/v), se dejó secar, y se resuspendió en 50 µl de agua. 

Se utilizaron entre 5 y 10 µg de ARN total de cada muestra por calle según el caso. El 

ARN se incubó con buffer MOPS (MOPS [ácido 3-{N-morfolino}propanosulfónico] 0,02 M pH 7, 

acetato de sodio 5 mM, EDTA-Na 2 1 mM) conteniendo formaldehído 6,7% (v/v) y formamida 

50% (v/v) a 65 °C durante 10 min, seguidos de 2 min en hielo. Luego se agregó bromuro de 

etidio a una concentración final de 0,5 µg/ml y buffer de siembra 10X (glicerol 50% [v/v], azul 

de bromofenol 0,25% [m/v], EDTA-Na2 100 mM pH 8), ambos libres de ribonucleasas. Las 

muestras se sembraron en geles desnaturalizantes (agarosa 1,5% [m/v], formaldehído 6,7% 

[v/v], en buffer MOPS), y la electroforesis se realizó a 65 V constantes en buffer MOPS 

conteniendo formaldehído 6,7% [v/v]. Los morteros utilizados en la extracción y la cuba de 

electroforesis, fueron lavados previamente con una solución de SDS 1% (m/v), y enjuagados 

con agua destilada estéril.  

Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron fotografiados bajo luz UV, y 

transferidos por capilaridad a membranas de nylon cargado Hybond N+ (GE Healthcare) 

utilizando como buffer de transferencia SSC 20X. El ARN se fijó a las membranas por 

incubación a 80 °C durante 2 hs.  
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El marcado y purificación de las sondas y el revelado de las membranas, se realizó 

siguiendo los protocolos descriptos anteriormente para el ensayo de Southern blot. Como 

molde para las sondas utilizadas en los ensayos de northern blot, se utilizó el fragmento 

obtenido por restricción con las enzimas NdeI y XbaI de la construcción pZErO-2/VP8d-Eq y el 

fragmento obtenido por PCR a partir de la construcción pZErO-2/BLSVP8d-Bov empleando los 

oligonucleótidos iniciadores BLS fw y BLSVP8d-Bov rev. 

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

de acuerdo a las normativas establecidas por el Ente Regulador de la Energía Atómica. 

Análisis de proteínas. 

Extractos totales de proteínas de hojas de plantas de tabaco y de cultivos bacterianos. 

Se maceraron, con un vástago plástico de punta cónica, 25 mg de hojas en un microtubo y se 

agregaron 125 µl de buffer Laemmli (Laemmli, 1970). Se calentó la muestra 10 min a 100 °C, y 

se centrifugó 10 min a 15.000 xg. Se trasvasó el sobrenadante a un tubo nuevo y se repitió la 

centrifugación. Según el ensayo, se sembraron entre 10 y 20 µl de extracto, correspondientes a 

proteínas totales obtenidas a partir de 2 y 4 mg de tejido fresco inicial, respectivamente. Para 

los cultivos bacterianos se realizó la misma extracción, utilizando como material inicial el pellet 

obtenido a partir de 1 ml de cultivo resuspendidos en 100 µl de buffer Laemmli, y se 

sembraron 10 µl del extracto. 

Análisis de la solubilidad de BLSVP8d-Bov en E. coli 

Se centrifugó 1 ml de cultivo de E. coli transformada con los respectivos vectores 

pBSW-utr. Se agregó lisozima en una concentración 2 mg/ml en buffer (0,1 M NaCl, 10 mM Tris 

pH: 8, 1 mM EDTA, 5% Tritón X-100) y se incubó 15 minutos a temperatura ambiente. Se 

agregó 1 ml de Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 30 mM, y se sonicó 3 veces por 15 s con el sistema 

Heat System-Ultrasonic (50% ciclo, potencia 5) y se centrifugó 15 min a 10.000 xg (4 °C). Se 

separó el sobrenadante del pellet, este último fue lavado con 1 ml de agua (0 °C), y se 

procesaron muestras de cada fracción con buffer Laemmli para sembrar en geles SDS-PAGE. 

Análisis de la solubilidad de BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-Eq y VP8d-Eq en plantas 

transplastómicas  

Se homogeneizaron en mortero con nitrógeno líquido 0,2 g de hoja, se agregó 1 ml de 

Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 30 mM, y se sonicó 3 veces por 15 s con el sistema Heat System-

Ultrasonic (50% ciclo, potencia 5) y se centrifugó 15 min a 10.000 xg (4 °C). Se separó el 

sobrenadante del pellet, este último fue lavado con 1 ml de agua (0 °C), y se procesaron 

muestras de cada fracción con buffer Laemmli para sembrar en geles SDS-PAGE proteínas 

provenientes de 4 mg de tejido fresco inicial. 
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Ensayo de SDS-PAGE y western blot.  

Se utilizó el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (BIO-RAD) para la preparación y 

electroforesis de minigeles de poliacrilamida de 1,5 mm de espesor. Los geles fueron corridos a 

20 mA constantes en buffer TGS (Tris-HCl 25 mM pH 8,8, glicina 190 mM, SDS 0,1% [m/v]). Se 

siguieron los protocolos detallados por Sambrook y colaboradores (Sambrook et al., 1989). La 

tinción con Coomasie Brilliant Blue se realizó incubando los geles en agitación durante toda la 

noche en solución de teñido (Coomasie Brilliant Blue R-250 0,05% [m/v], metanol 40% [v/v], 

ácido acético 10% [v/v]). Se destiñeron realizando dos incubaciones en solución desteñidora 1 

(metanol 50% [v/v], ácido acético 10% [v/v]), seguidas de tres incubaciones en solución 

desteñidora 2 (metanol 7,5% [v/v], ácido acético 7,5% [v/v]), y una última incubación en agua. 

Todas las incubaciones se hicieron durante 30 min con agitación a temperatura ambiente. 

Para la inmunodetección, se transfirieron las proteínas a membranas de nitrocelulosa 

Hybond ECL (GE Healthcare) utilizando el sistema Mini Trans-Blot (BIO-RAD). La transferencia 

se llevó a cabo a 100 V constantes durante 1 h (4 °C), con buffer de transferencia Tris-HCl 50 

mM pH 7,5, glicina 196 mM, metanol 20% (v/v). Las membranas fueron teñidas con solución 

de rojo Ponceau (ácido carmínico 0,2% [m/v], ácido acético 5% [v/v]) para evaluar la eficiencia 

de transferencia, y luego bloqueadas durante 1 h con solución de bloqueo (buffer TBS [Tris-HCl 

50 mM pH 8, NaCl 150 mM], leche descremada en polvo 5% [m/v] y Tween-20 0,05% [v/v]). La 

inmunodetección se realizó incubando las membranas bloqueadas con el primer anticuerpo o 

suero diluido en solución de bloqueo durante 1 h, seguida de cuatro lavados de 5 min con 

buffer T-TBS (buffer TBS, Tween-20 0,05% [v/v]). Luego se incubó 1 h con anticuerpos anti-IgG 

de ratón o conejo según el caso, marcados con fosfatasa alcalina (Cell Signaling Technology), 

diluido 1:1000 en solución de bloqueo. Se realizaron 2 lavados de 5 min con T-TBS, uno con 

TBS, y un cuarto lavado con buffer fosfatasa (Tris-HCl 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl 2 5 

mM). Todas las incubaciones se realizaron con agitación a temperatura ambiente. El revelado 

se realizó en buffer fosfatasa conteniendo NBT (cloruro de 2,2'-Di-p-nitrofenil-5,5'-difenil-

3,3'[3,3'-dimetoxi-4,4'-difenilen]-ditetrazolium) 0,3 mg/ml y BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolyl 

fosfato) 0,15 mg/ml, hasta la aparición de las bandas. El revelado se frenó descartando la 

solución de revelado y lavando las membranas en agua.  

Alternativamente, para la inmunodetección se emplearon anticuerpos secundarios 

anti-IgG de caballo marcados con peroxidasa de rábano diluidos 1:1000 solución de bloqueo. 

Se realizaron 3 lavados de 5 min con T-TBS. El revelado se realizó por la técnica de 

electroquimioluminiscencia (ECL) empleando el kit Bio-Lumina de reactivos 

quimioluminiscentes (Kalium Technologies) y se registro la luminiscencia a distintos tiempos de 

exposición empleando un equipo GeneGnome XQR (Syngene). 

Los anticuerpos y sueros utilizados se indican a continuación:  

- Suero de ratón o conejo contra VP8* de Rotavirus bovino (Mozgovoj, 2008). 

- Suero de ratón contra BLS de Brucella spp. (Bellido et al., 2009).  
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- Suero de caballo contra una mezcla de rotavirus equino H2 (G3P[12]), de simio SA11 (G3P[2]) 

y bovino NCDV-Lincoln (G6P[1]) (Laboratorio de Virus Equinos, Instituto de Virología del 

Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria en Castelar). 

- Suero de conejo contra Fld de Anabaena sp. (Laboratorio del Dr. Néstor Carrillo del Instituto 

de Biología Molecular y Celular de Rosario). 

 

Cuantificación de la acumulación de BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-Eq y VP8d-Eq en hojas de 

plantas transplastómicas por SDS-PAGE. 

Se prepararon extractos proteicos totales de las distintas hojas: se maceraron 0,2 g de 

tejido fresco o 0,05 g de tejido liofilizado en mortero con nitrógeno líquido, se agregó 1 ml de 

Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 30 mM, y se sonicó 3 veces durante 15 s con el sistema Heat 

System-Ultrasonic. Se centrifugó 15 min a 10.000 xg (4 °C), y se tomó el sobrenadante. Se 

determinaron las proteínas solubles totales por el método de Bradford (Bradford, 1976), y se 

sembraron entre 0,5 y 30 µg de los extractos proteicos. En paralelo se sembraron distintas 

cantidades de albúmina sérica bovina (BSA) como estándar de masa. Los geles de 

poliacrilamida fueron teñidos con Coomasie Brilliant Blue, y las bandas correspondientes a 

BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-Eq, VP8d-Eq y BSA fueron analizadas por densitometría con el 

programa Image J (NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij). Se expresó la acumulación en función de la 

masa que representaba la proteína recombinante respecto de las proteínas solubles totales (% 

PST), y también como masa de proteína recombinante obtenida a partir de masa de tejido 

fresco o liofilizado (mg/g T). 

 

Secado artificial de las hojas de plantas transplastómicas BLSVP8d-Bov.  

Plantas de aproximadamente 3 meses de edad fueron cosechadas, colgadas y secadas 

a temperatura ambiente. Las plantas fueron mantenidas dentro del invernadero, durante 5 

semanas. 

 

Liofilizado de hojas de plantas WT y transplastómicas BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-Eq y VP8d-Eq 

Las hojas fueron cortadas en fragmentos pequeños de aproximadamente 1 cm de lado. 

Los fragmentos fueron congelados a -80 °C y posteriormente fueron liofilizados sometiéndolos 

a un vacío de 0,13 mBar durante al menos 24 hs usando un equipo Freezone Lyph-Lock 6 

Freeze Dry System (Labconco). La correcta liofilización se corroboró por comparación del peso 

de los fragmentos antes y después de la liofilización. Las muestras liofilizadas fueron 

almacenadas a -80 °C. 
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Inmunización de gallinas con extractos recombinantes conteniendo BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-

Eq y VP8d-Eq 

Para los ensayos de inmunización se emplearon extractos solubles cuantificados por 

densitometría (tal como se describe con anterioridad) tanto de hojas frescas como de hojas 

liofilizadas de plantas WT y transplastómicas. Se inmunizaron grupos de gallinas ponedoras 

de huevos marrón claro (n=2) seronegativas para rotavirus. Los grupos fueron inoculados con 

3,83 μg de BLSVP8d (de los cuales 2 μg correspondieron a VP8d) o 2 μg de VP8d. La cantidad 

de proteína soluble total de los extractos recombinantes frescos o liofilizados fue normalizada 

respecto a la cantidad de proteína soluble total en los extractos wild-type respectivos. Las 

gallinas recibieron 3 dosis intramusculares de 0,5 ml (antígeno: adyuvante incompleto de 

Freund en proporción 50:50) en los días 0, 30 y 75. Se controló que no aparecieran efectos 

adversos en la capacidad ponedora y los sitios de inyección. Se colectaron huevos en los días 0, 

87, 94 y 103 post primera inmunización (DPI). 

 Las gallinas fueron obtenidas del bioterio del Centro de Investigación en Ciencias 

Veterinarias y Agronómicas (CICVyA) del Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), 

Castelar. La inmunización, manipulación y colección de muestras fue llevada a cabo por 

personal entrenado ante la supervisión de un veterinario, de acuerdo con los protocolos 

aprobados por el comité de ética y bienestar animal del INTA. 

 

Medición por ELISA de anticuerpos IgY contra BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-Eq y VP8d-Eq en yema 

de huevo. 

La purificación a partir de yema de huevo se adapto de Akita & Nakai (Akita and Nakai, 

1993). Se separaron las claras de las yemas, estas últimas fueron diluidas con 5 volúmenes de 

agua destilada. Las muestras de yema fueron congeladas a -80 °C y descongeladas al día 

siguiente en hielo. Posteriormente se centrifugaron a 8000 xg durante 10 min a 4 °C. El 

sobrenadante se almacenó a 4 °C y se utilizó en la determinación subsiguiente de IgY. Los 

títulos de IgY fueron determinados de acuerdo a Bellido y col (Bellido et al., 2012). 

Resumidamente, se adsorbió en una placa de 96 pocillos durante toda la noche 1 μg de VP8d 

purificada por pocillo en buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6 y se bloqueó con Suero Normal 

Equino (SNE) 5% en PBS-T por 1 h a 37 °C. Se descartó el buffer de bloqueo y se incubaron 

diluciones seriadas al cuarto de las muestras de IgY, comenzando en una dilución 1/20, en 

buffer de bloqueo por 1 h a 37 °C. Luego se lavaron los pocillos con PBS-T y se incubaron con 

anticuerpos anti-IgY de gallina conjugado a peroxidasa de rábano (Sigma Chemical Co., USA). 

Luego de un lavado exhaustivo se realizó el revelado con un sistema de ABTS/H2O2 y se frenó 

la reacción por el agregado de SDS 5%. Finalmente se midió la absorbancia a 405 nm, (A405) 

en un equipo Multiskan Ex (Labsystems Inc.). Como valor de corte se estableció la densidad 

óptica (DO) específica media más 3 desvíos estándar calculada a partir de muestras de IgY 

purificada obtenida de gallinas inmunizadas con extractos proteicos solubles de plantas wild-

type. Como control positivo se emplearon anticuerpos IgY, previamente purificados, contra 

BLSVP8d expresada en E. coli, los cuales cruzan parcialmente con VP8d C486 BRV. 
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Los títulos se expresaron como la reciproca de la dilución más alta de IgY que presentó 

un valor de DO superior al valor de corte. 

Ensayo de neutralización viral 

Los títulos de neutralización viral se determinaron a partir de ensayo de reducción de 

focos fluorescentes (To et al., 1998). Resumidamente, se mezclaron diluciones seriadas de 

fracciones IgY filtradas con un volumen igual de cepa de rotavirus Bovino de manera de tener 

100 unidades formadoras de foco fluorescente (UFF) cada 100 µL de mezcla y se incubaron por 

1 h a 37 °C. Seguidamente se usó esta mezcla para inocular una monocapa (por cuadruplicado) 

y se incubó por 48 h a 37 °C. Las placas fueron fijadas posteriormente con acetona 70% y el 

ensayó se reveló usando anticuerpos policlonales anti rotavirus bovino conjugado a 

isotiocianato de fluoresceína. Este anticuerpo fue obtenido de la hiperinmunización de un 

ternero deprivado de calostro. Se consideraron como protectivas las muestras que generaron 

una reducción mayor al 80% de la tasa de infección. El título de neutralización viral se calculó 

con el método de Reed & Muench considerando la mayor dilución que resultó positiva (Reed 

and Muench, 1938). 

Curvas de regeneración de explantos de N. tabacum que expresan el gen flavodoxina de 

Anabaena sp. en presencia de NaCl o Metil Viológeno 

Se realizaron curvas de regeneración en presencia de diferentes concentraciones de 

NaCl o Metil viológeno para evaluar la sensibilidad de explantos foliares de N. tabacum cv. 

Petit Havana a estos compuestos. 

Se cortaron fragmentos de aproximadamente 1 cm de lado a partir de hojas jóvenes de 

entre 6-8 semanas de plantas de tabaco crecidas in vitro. Se colocaron de 6 a 10 fragmentos 

con la cara abaxial hacia abajo en placas de Petri conteniendo medio de cultivo con hormonas 

(ácido naftalen-acético 0,1 µg/ml y bencilaminopurina 1 µg/ml) que, luego de 

aproximadamente un mes, permiten la generación de nuevos tallos a partir del tejido. El medio 

contenía además los agentes causantes de estrés salino (NaCl) u oxidativo (metil viológeno) en 

diferentes concentraciones. Se pretendió determinar la concentración mínima de los agentes 

estresantes que impide la regeneración de brotes para cada compuesto. Como situación 

control, se permitió que los explantos regeneraran en ausencia de estos agentes. Cada 

experiencia fue realizada por duplicado. Las placas fueron sometidas a un fotoperiodo de 16 hs 

de luz y 8 hs de oscuridad, a una temperatura de 23°C. Se registró periódicamente la capacidad 

de regeneración de los explantos. 

En una primera instancia, previo a la colocación de los explantos en las placas 

conteniendo el medio de regeneración, se realizó un desafío inicial por estrés oxidativo 

ocasionado por metil viológeno. Para todos los casos, se preparó una solución stock fresca, la 

cual fue empleada para realizar exposición a las siguientes concentraciones del agente: 0 / 0,5 

/ 0,75 / 1 / 1,25 / 1.5 μM. Se ensayaron distintos tipos de exposición inicial a este agente 

oxidativo. Se realizó la inmersión de los explantos en una solución conteniendo medio de 



Materiales y Métodos 

118 

cultivo MS concentrado o diluido 1:4 y metil viológeno y se aplicó vacío para forzar su ingreso 

en el tejido. Alternativamente, en una estrategia menos agresiva, se realizó una inmersión de 

los explantos en medio de cultivo concentrado o diluido conteniendo el agente estresante sin 

vacío y durante tiempos más prolongados (21 hs) con agitación suave en oscuridad. 

En una segunda instancia, se evaluó la respuesta del tejido frente a estrés salino 

(cloruro de sodio). Para todos los casos, se preparó una solución stock fresca, la cual fue 

empleada para realizar exposición a las siguientes concentraciones de sal: 0 / 75 / 150 / 175 / 

200 / 250 / 300 mM. La curva se refinó posteriormente hacia los siguientes valores: 0 / 75 / 95 

/ 115 / 135 / 150 mM.  

En el caso del cloruro de sodio, además de plantas de tabaco sin transformar (wild-

type), también se analizó en paralelo la regeneración de explantos provenientes de plantas 

transformadas a nivel plastídico con el vector pBSW5´UTRFLD portando al gen que codifica la 

proteína flavodoxina. Se usaron plantas recientemente transformadas ya que las mismas no 

contaban con todas las copias de genoma de cloroplasto con el transgén integrado 

(heteroplásticas), situación similar a la de brotes recientemente regenerados en un esquema 

de selección por estrés abiótico. 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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