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Resumen

Durante la presente tesis doctoral se generaron plantas transplastomicas de tabaco y se
obtuvieron vacunas experimentales a partir de la expresion de antigenos de interés
veterinario fusionados a la proteina decamérica y altamente inmunogénica lumazina sintasa
de Brucella spp. (BLS).

El primer antigeno expresado en este sistema fue la proteina 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 proteina no glicosilada de la capside de
rotavirus que ademas de ser un determinante importante de infectividad viral es un antigeno
generador de anticuerpos neutralizantes. BLS forma decameros y funciona como
presentador para aumentar la inmunogenicidad de péptidos fusionados a su extremo N-
terminal. Se generaron plantas transplastomicas que fueron exhaustivamente
caracterizadas a nivel molecular por Southern, northern y western blot. BLSVP8d-Bov se
comportd de manera altamente estable en cloroplastos. Los niveles mas altos de
acumulacioén se observaron en las hojas de mayor edad, representando al menos el 40% de
la proteina soluble total de la hoja (PST) (4,85 mg/g tejido fresco [TF]). Este nivel de
expresion fue 10 veces superior al obtenido en plantas transplastomicas generadas
previamente en el laboratorio expresando VP8* de RVB. Independientemente de los altos
niveles de expresion no se observaron diferencias fenotipicas respecto a plantas sin
transformar. La fusién se mantuvo soluble en todo momento, pese a que VP8* forma cuerpos
de inclusidn 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 especificos contra la fusion 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 decidio expresar también
en el mismo sistema el antigeno VP8d de Rotavirus Equino (RVE), cepa H2, tanto solo como
fusionado a BLS. En ambos casos se obtuvieron plantas transplastémicas fenotipicamente
indistinguibles de plantas sin transformar, las cuales fueron caracterizadas molecularmente.
Las proteinas recombinantes se mantuvieron estables y solubles tanto en hojas frescas
como liofilizadas almacenadas a temperatura ambiente. Los niveles de expresion
registrados fueron de alrededor de 2% y 4% de PST para VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq,
respectivamente (duplicandose en hojas liofilizadas), por lo que la fusion a BLS representa
una estrategia potencial para aumentar los niveles de expresion de otras proteinas. Dado
que BLSVP8d-Eq es inestable e imposible de producir en Escherichia coli las plantas
representaron una alternativa mas conveniente.

La estrategia de fusién a BLS, evaluada por primera vez en plantas, representé una
plataforma interesante para la produccion de antigenos inyectables, o incluso orales, con
inmunogenicidad potencialmente aumentada. La estabilidad de los antigenos
recombinantes incluso en hojas liofilizadas podria traducirse en una reduccién de costos y
simplificar el procesamiento, purificacion y almacenamiento, simplificando los esquemas de
inmunizacion.

Complementariamente, y de acuerdo a cuestiones de bioseguridad y percepcion publica
vigentes, se evalud el gen de flavoxodina, que proporciona resistencia frente a estrés
oxidativo o salino, como selector de plantas transplastémicas para reemplazar la seleccion
por antibiéticos. Entre otras dificultades, los usos de metil violégeno (propagador de
superoxidos) o cloruro de sodio demostraron ser incompatibles con los procesos de
regeneracion empleados de rutina en el laboratorio, por lo cual seria muy dificil 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 seria mejor aprovechado
como un selector secundario alternativo para remover los genes selectores primarios
clasicos que confieren resistencia a antibioticos.

Palabras clave: Plantas transplastémicas, cloroplasto, tabaco, rotavirus bovino, rotavirus
equino, lumazina sintasa, VP8, vacuna, liofilizacion, IgY, flavoxodina, selector, estrés

abidtico.

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, 1gY, flavodoxin, selector, abiotic stress.
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Introduccion

Introduccién general

Sistemas de expresion en plantas y plantas como biorreactores

La transformacion de especies vegetales es empleada en investigacidn basica y en
numerosas aplicaciones biotecnoldgicas. Su aprovechamiento comprende multiples objetivos,
incluyendo la expresidn de proteinas de interés industrial y/o farmacoldgico, la resistencia a

patdgenos y el mejoramiento de caracteristicas de interés agrondmico (Daniell et al., 2002).

Las plantas representan un sistema alternativo de expresién de proteinas heterdlogas
con diversas ventajas que lo diferencian de los sistemas mas cldsicos y ya establecidos basados
en cultivo de células eucariotas (mamiferos, insectos o levaduras) o bacterianos (Giddings,
2001; Mett et al., 2008). Se denomina “molecular farming” a la practica de aprovechamiento
de las plantas como biorreactores para la produccion de moléculas y productos recombinantes
de alto valor agregado (Ma et al., 2003). Esta practica, que fue posibilitada por la metodologia
del ADN recombinante y la transferencia de genes en plantas, surgié a finales de la década del
80 siendo su primer exponente la produccidn de un anticuerpo monoclonal en plantas de
tabaco (Hiatt et al., 1989). Este primer trabajo permitié poner en evidencia el potencial del
sistema de produccién y desde ese entonces el sistema se fue optimizando y se ha logrado
producir exitosamente en diversas especies de plantas un sinnumero de moléculas que
abarcan desde proteinas de interés industrial o farmacéutico, a proteinas utilizadas en
diagndstico médico, antigenos vacunales, vitaminas, carbohidratos, biopolimeros y otros
productos secundarios (Jin and Daniell, 2015; Paul et al., 2013). Las especies empleadas mas
frecuentemente son tabaco (Nicotiana tabacum y Nicotiana benthamiana) y lechuga (Lactuca
sativa), y en menor medida alfalfa, espinaca, soja, papa, arroz, maiz, 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 B-glucuronidasa
(Sigma-Aldrich, producidas en maiz) y aprotinina (Prodigene y Sigma-Aldrich, producidas en
maiz 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 investigacidn y/o diagndstico. Entre
otros productos se encuentran la hormona de crecimiento humana y citoquinas, ambos
aprobados no solo para diagnéstico sino también para uso en la industria cosmética (ORF
Genetics produce estas moléculas en semillas de cebada,

http://orfgenetics.com/ISOkine/ProductList/).



Introduccion

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, esta
dirigido contra el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) y es utilizado de rutina para
la purificacion por inmunoafinidad del HBsAg recombinante para la produccién de vacunas
contra hepatitis B (Pujol et al., 2005). Ademas, los organismos regulatorios europeos
aprobaron en el afio 2003 un anticuerpo monoclonal secretor (CaroRx) producido en tabaco
contra Streptococcus mutans para ser usado en medicina odontoldgica para prevenir la
colonizaciéon microbiana por esta bacteria y la formacion de caries en humanos (Ma et al.,

1998; Spok et al., 2008).

En cuanto a las vacunas producidas en plantas, la primera en obtener aprobacién por
el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, en el afio 2006, fue disefiada 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 Unica vacuna recombinante producida en plantas en tener

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

Mas recientemente, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados
Unidos aprobé en el afio 2012 la primera proteina 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 afio 2014, frente a una epidemia de ébola en el oeste de Africa, se aprobd el uso de
emergencia de un cdctel de 3 anticuerpos monoclonales (ZMapp) producidos en plantas de
tabaco por la empresa Mapp Biopharmaceutical. Pese a no contar con autorizacién comercial y
con solo algunos estudios iniciales en animales el coctel terapéutico fue administrado en unos
pocos individuos infectados, la mayoria 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 aparicion 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 Gltimos casos que se ha puesto en

evidencia al publico general el potencial de las plantas como biorreactores.



Introduccion

Entre las ventajas mds importantes que presentan los sistemas de expresidon basados
en plantas se destacan el bajo costo y la facilidad de escalado para generar una gran cantidad
de biomasa. Esta metodologia evita el uso de medios de cultivos costosos y solo se requiere de
energia luminica, agua y sustrato para sustentar el crecimiento. Ademas, la produccién 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 contaminacién con patégenos 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 produccién en plantas es que los
mecanismos de sintesis y secrecion de proteinas y las modificaciones post-traduccionales,
como la glicosilacién y la formacién de puentes disulfuro, son los propios de las células
eucariotas (Gomord and Faye, 2004). Por ultimo, las plantas permiten el almacenamiento
estable de las proteinas recombinantes durante largos periodos de tiempo a temperatura
ambiente en tejidos de almacenamiento como semillas o tubérculos, facilitando su
conservacion, transporte y distribucién, contribuyendo a abaratar costos (Lau and Sun, 2009;
Sala et al., 2003; Streatfield and Howard, 2003). De manera similar, la liofilizacién de las hojas
permite que las proteinas recombinantes se mantengan estables, preserven un plegamiento
adecuado y presenten una correcta formacion 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 frio y se simplifica el almacenamiento, transporte y, en el
caso de los antigenos, la inmunizacién posterior (Su et al., 2015). La liofilizacion presenta
beneficios adicionales ya que también permite concentrar los productos recombinantes,
facilitando su purificacidn, y elimina la contaminacién microbiana presente en la superficie de
las hojas frescas, haciendo mas segura a la administracidén por via oral de material liofilizado en
polvo (Kwon et al., 2013a). En esta via, la pared celular protege a los antigenos recombinantes
de la degradacion en por las enzimas y el entorno acidico del estdmago y resulta degradada
por las bacterias del intestino, permitiendo que el producto recombinante alcance el torrente
sanguineo o el tejido linfoide asociado a las mucosas. La administraciéon oral de material
vegetal resulta de particular utilidad para conferir inmunidad frente a microorganismos que

colonizan las mucosas (Chan and Daniell, 2015).

Existen dos metodologias clasicas empleadas para transformar el genoma nuclear de
manera estable para introducir genes fordneos en plantas, los cuales seran transmitidos de

una generacidn a otra. Una estrategia esta basada en el uso de Agrobacterium tumefaciens
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mientras que la segunda se basa en la biobalistica. Como resultado de ambas metodologias los
transgenes son incorporados al genoma nuclear de manera azarosa en una 0 mas copias. En
consecuencia, la expresién 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 metodologias se debe
hacer un analisis exhaustivo de los niveles de expresion de un gran nimero de eventos de
transformacién para encontrar el evento que presenta los niveles de expresidn mas
convenientes. No obstante, los niveles de expresion de proteina recombinante que
tipicamente se obtienen al transformar plantas a nivel nuclear suelen ser bajos, representando
generalmente entre el 0,01 y 0,5% de la proteina soluble total (Daniell et al., 2001b; Floss et

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

La transformacidn transitoria surgié como una alternativa para verificar rapidamente la
expresion de genes y la estabilidad de sus proteinas en plantas. Para ello se emplearon en un
principio vectores o amplicones virales los cuales eran introducidos por la técnica de
agroinfiltracion empleando A. tumefaciens. Con el correr de los afios fueron apareciendo
nuevos vectores que incorporan supresores de silenciamiento y cuyos elementos regulatorios
estan optimizados para alcanzar niveles muy altos de expresidén en plazos muy cortos (5-6 dias)
(Peyret and Lomonossoff, 2015). Estos sistemas son, como comentaramos antes, muy Uutiles
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 metodologia 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 transformacién del genoma de cloroplastos es una estrategia alternativa de
transformacidn estable que combina las mejores caracteristicas de las técnicas anteriormente
mencionadas para la expresidon de proteinas heterélogas. El cloroplasto es una organela de
origen endosimbidtico dentro de la cual tiene lugar el proceso de fotosintesis y que posee un
genoma pequeno 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
mesdfilo contiene alrededor de 100 cloroplastos, los cuales a su vez contienen hasta unas 100
copias de genoma cada uno) (Elizabeth, 2005). En la mayoria de las especies el genoma

plastidico contiene dos regiones invertidas repetidas (IRA e IRB), las cuales separan una region
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larga (LSC) y una region corta (SSC), ambas de copia Unica (Figura 1). A su vez, a grandes
rasgos, los genes del genoma plastidico pueden clasificarse en dos grupos: aquellos
involucrados en la fotosintesis y los que participan en los procesos de replicacién, transcripcion
y traduccién. Sin embargo, la mayoria de las proteinas presentes dentro del cloroplasto son

codificadas a nivel nuclear (Bock, 2015).

Nicotiana tabacum

genoma de cloroplasto
155.493 pb

M fotosistema |
B fotosistema 1
B complejo citocromo bif

[ ATP sintasa

[J NADH deshidrogenasa

[ subunidad mayor RubisCO

H ARN polimerasa

O proteinas ribosomales (subunidad menor)
I proteinas robosomales (subunidad mayor)
H clpP, matk

M otros genes

[ marcos abiertos de lectura hipotéticos

[l marcos abiertos de lectura (ORFs)

B ARNS transferencia

Il ARNS ribosomales

[ origen de replicacion

Ointrones

Figura 1. Representacion de la organizacidon 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 Unica. Se indican con flechas los sitios de
integracién, 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 plastidico se denominan
transplastomicas y presentan varias ventajas por sobre la transformaciéon nuclear. En primer

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

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 6



Introduccion

obtenidos en plantas transgénicas nucleares. Utilizando esta técnica se han caracterizado
plantas que expresan niveles de proteina recombinante de hasta alrededor del 70% de la
proteina soluble total (PST) (Oey et al., 2009; Ruhlman et al., 2010). Esto se debe a la
poliploidia del genoma plastidico y la ausencia de efectos de posicién y silenciamiento, dado
que la insercién en el genoma no ocurre al azar sino por recombinacién homdloga en un sitio
predeterminado (Bock, 2007). El hecho de que la integracidon sea dirigida implica que todas las
plantas transplastomicas generadas son clones y no hace falta hacer un andlisis de una gran
cantidad de lineas como ocurre en la transformacion nuclear (Svab and Maliga, 1993). Ademas,
dado que los cloroplastos son heredados por via materna en la mayoria de las especies, las
plantas transplastdmicas presentan una ventaja desde el punto de vista de la bioseguridad ya
qgue no hay riesgo de transferencia horizontal del transgén por dispersién del polen (Daniell,
2007; Daniell et al.,, 1998). Otra de las ventajas de la expresidon plastidica es que dada la
naturaleza procariota de la organela se pueden expresar varios genes en simultdneo 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 proteinas pueden plegarse correctamente en el ambiente del estroma del
cloroplasto, pudiendo formar incluso puentes disulfuro, es importante destacar la ausencia de
glicosilacién dentro de la organela (Bally et al., 2008). Segun el caso, este tipo de modificacién
post-traduccional puede jugar un rol crucial en la estabilidad o actividad biolégica de la
proteina recombinante. Si la glicosilacion no fuera un requisito indispensable, la expresion
plastidica seria beneficiosa ya que se evitaria el agregado de residuos glicosidicos tipicos de
plantas que pueden resultar inmunogénicos cuando los productos recombinantes son

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

Transformacion de cloroplastos por biobalistica

La biobalistica (Figura 2A) es el método mas empleado para transformar el genoma de
cloroplasto (Lutz et al., 2006). La técnica consiste en el recubrimiento de microparticulas 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 aceleracién, mediante el uso de un
cafidén génico y gas helio a alta presién, de las particulas en una cdmara de vacio y su posterior
impacto en el tejido vegetal a transformar (explanto). Una vez ocurrido el dafio el ADN del
vector logra ingresar a la organela donde finalmente ocurre la recombinacién homéloga 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 mas pequefios en un medio que contiene el selector mas hormonas
que permiten la regeneraciéon de brotes resistentes Unicamente 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 multiplicacion celular. Es
frecuente que en esta primera instancia las plantas obtenidas aun presenten una mezcla de
plastomas transformados y no transformados (son heteroplasticas), por lo cual deben ser
sometidas a nuevas rondas de regeneracion adicionales en presencia del agente selector para
garantizar la homogeneidad de plastomas transformados (estado homoplastidico) (Bock,
2001). Las plantas obtenidas desarrollan raices 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).

Vector de Transformacion
A aadA B

B

ADNCp

Céamara de gas B
comprimido

R IS

Membrana de ruptura

Membrana transportadora — A

Veees
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cessnne
sesssnnes

2 |
— 2l =
Malla de retencion — > 1
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ADN Cp Transformado

Figura 2. Transformacion del genoma plastidico mediante biobalistica y recombinacion
homoéloga. (A) Se esquematiza el cafidon génico empleado en biobalistica. A una presion
determinada la membrana de ruptura se rompe y permite la aceleracidon de la membrana
transportadora con las microparticulas recubiertas con el ADN. La membrana es retenida por
una malla que permite el paso de las particulas para que estdn impacten en el tejido a
transformar. La presién y las distancias I, Il y Il pueden ser variadas en funcién 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 recombinacién de las secuencias
flanqueantes homoélogas del vector con el plastoma. De esta manera se incorpora al genoma el
gen aadA que confiere resistencia al antibidtico espectinomicina y que permite la seleccién
posterior de los plastomas transformados. Adaptado de (Bock and Khan, 2004).
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Figura 3. Procedimiento empleado para la obtencién de plantas transplastémicas. 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
regeneracion, conforman el material vegetal (explanto) que se emplea para la transformacion
(b) mediante biobalistica usando un cafion génico PDS-1000/He fabricado por BioRad (c).
Luego de 48 hs post-transformacion los explantos son cortados en fragmentos mds pequefios y
son colocados en medio de regeneracidn en presencia del antibidtico espectinomicina para
seleccionar las células vegetales transformadas (d). En paralelo se realizan controles de
seleccidon (en medio de regeneracidn con y sin antibidtico, respectivamente) con hojas wild-
type sin transformar (e). Luego de aproximadamente 4 semanas regeneran los primeros brotes
resistentes al antibidtico (f), los cuales son cortados colocados en medio con antibidtico y sin
hormonas donde regeneran raices espontaneamente (g). Fragmentos de hoja de estas plantas
son sometidos a dos rondas adicionales de regeneracién 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 transformacion de
cloroplastos, los cuales difieren en la identidad de los diferentes elementos que lo componen
(desde las regiones flanqueantes que permiten la recombinacién hasta los promotores,
terminadores y secuencias no traducibles, entre otros) (Jin and Daniell, 2015). En nuestro

laboratorio se desarrollé previamente el vector pPBSW5'UTR el cual dirige la integracion a una
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region intergénica transcripcionalmente activa entre los genes rrn16S y trnl (en el operdn rrn),
la cual a su vez esta ubicada dentro de las repeticiones invertidas del plastoma. El vector
permite la expresion del gen aadA, el cual confiere resistencia al antibidtico espectinomicina, y
el gen de interés a partir de un operén. Un promotor Prrn y un sitio de unién a ribosoma
controlan la expresion de ambos genes mientras que el promotor fuerte inducible por luz y la
region 5° no traducible (5'UTR, que incluye un sitio de unidn a ribosoma) del gen psbA
permiten la sobre-expresion del gen de interés. Como terminador de la transcripcién se incluye

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

El vector pBSW5'UTR ha sido empleado exitosamente en el laboratorio para la
obtencidon de plantas transplastdmicas de Nicotiana tabacum y Solanum tuberosum que
expresan distintos tipos de moléculas, las cuales abarcan desde la enzima B-glucuronidasa
(Segretin et al., 2011) y proteinas antimicrobianas (osmotina AP24, pB-1,3-glucanasa,
dermaseptina sl y defensinas) para conferir resistencia a patdgenos, hasta proteinas de
interés farmacéutico (factor de crecimiento epidérmico humano, hEGF, (Wirth et al., 2006)) y
antigenos vacunales humanos (E7 del virus del papiloma humano, (Morgenfeld et al., 2009))
para molecular farming. Se han expresado variantes de algunas de estas proteinas fusionadas
por su extremo N-terminal a otras proteinas de manera de conferirles estabilidad y/o
inmungenicidad incrementada. Asimismo, se desarrollaron otras variantes que permiten el
redireccionamiento mediante péptidos de transito desde el estroma hacia el lumen del
cloroplasto entorno en el cual, en algunos casos, pudieron obtenerse mejores niveles de
expresion (Lentz et al., 2012; Morgenfeld et al., 2014). El grupo cuenta ademas con experiencia
en el desarrollo de plantas transgénicas nucleares para la produccidn de moléculas de interés

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

Vacunas de interés veterinario y molecular farming

La vacunacién con fines veterinarios constituye una estrategia efectiva para la
prevencion 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 vacunacion es, precisamente, mejorar la salud, la
calidad de vida y la produccién animal de manera costo-efectiva. Ciertos tipos de infecciones
pueden incluso predisponer a los animales para infectarse posteriormente con patdgenos de
otro tipo (Martella et al., 2010; Ruiz et al., 2015; Shams, 2005). La mejoria obtenida en la salud

mediante vacunacién 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

zoonoético (Woolhouse and Gowtage-Sequeria, 2005).

Los sistemas empleados para la produccién de vacunas recombinantes deben ser
idealmente rdpidos y de bajo costo, permitiendo un facil almacenamiento, distribucion,
purificacién y administracién de proteinas recombinantes funcionales para vacunacién (Floss

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

Las estrategias actuales de vacunacidon animal hacen uso de sistemas basados en
bacteria, células de levadura o de mamifero para la produccién de cepas patogénicas intactas
atenuadas o inactivadas. Si bien las cepas atenuadas perdieron la virulencia, estas todavia 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 pais no estan permitido
este tipo de vacunas para bovinos ni equinos, sin embargo si estan permitidas en avicultura.
Ademas, cabe mencionar que la administracién de particulas virales atenuadas completas
interfiere con los analisis seroldgicos posteriores para control de las enfermedades (Ruiz et al.,
2015). Es por eso que las vacunas a subunidad constituyen una alternativa mas segura ya que
solamente estan compuestas por antigenos aislados y en ningin momento estd presente la
potencial infeccidn por el uso de un virus completo. Para este tipo de vacunas el uso de
sistemas de produccion clasicos en células eucariotas conlleva el riesgo asociado de
contaminacidon con patdgenos 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 producciéon de vacunas a subunidad con fines veterinarios (Obembe et
al., 2011; Rybicki, 2014). Tal y como se menciond anteriormente, el uso de plantas para
molecular farming constituye una alternativa de bajo costo, facilmente escalable, desprovista
de contaminantes animales, que permite modificaciones post-traduccionales y que presenta

almacenamiento y distribucion simplificada de los antigenos vacunales.

En la actualidad existe una gran cantidad de trabajos dedicados a la produccién de
antigenos vacunales de interés veterinario mediante molecular farming en especies vegetales
de lo mas diversas transformadas por diferentes metodologias. Se han podido expresar
exitosamente en buenos niveles distintos antigenos virales, bacterianos y de parasitos
eucariotas cuya inmunogenicidad ha sido oportunamente demostrada en los modelos

animales de interés usando diferentes vias de inmunizacion (por inyecciéon o via 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 aprobacion regulatoria del Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos Virus en el afio 2006. El antigeno viral recombinante NH producido
mediante transformacién con Agrobacterium fue capaz de proteger a los pollos frente a la
infeccion con NDV (Cardinau et al., 2004; Vermij and Waltz, 2006). Si bien Dow AgroSciences
cuenta con la aprobacidn necesaria, esta vacuna no se comercializa en la actualidad. El
producto sirvid mas bien como prueba de concepto de la factibilidad regulatoria para aprobar

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

La facilidad de evaluaciéon de los antigenos en sistemas animales especificos y la
demostracién de una regulatoria mds laxa en el caso de antigenos de interés veterinario,
comparada con aquellos producidos para uso en humanos, han contribuido enormemente a la

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

En la tabla 1 se muestran solo algunos de los antigenos virales de interés veterinario
mas relevantes producidos en plantas. Como puede apreciarse, los antigenos expresados, las
especies y metodologia de transformacién empleadas y los modelos de evaluacion animal son

de lo mas variados (Liew and Hair-Bejo, 2015; Rybicki, 2010).
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Animal Virus Antigeno Especie vegetal Sistema de expresion Modelo Animal Referencia
VP2, VP6, VP7 Nicotiana benthamiana Plantas transgénicas Ratén (O) (Ya;(g)lelt)al.,
- . Sald t
VP2, VP6 Solanum lycopersicum Plantas transgénicas Raton (IP) (; ;gg;;
. . . ) - . (zhou et al.,
Rotavirus Chenopodium amaranticolor Expresion transitoria Ratén (O) 2010)
VP6 D ol
Medicago sativa Plantas transgénicas Ratén (IG) ong et al,
2005)
S . . (Lentz etal.,
VP8 Nicotiana tabacum Plantas transplastémicas Ratdn (IP) 2011)
Chenopodium quinoa, Infeccién con Virus del Cerdo (IM) (vangetal.,
Nicotiana benthamiana mosaico del bambu 2007)
Chenopodium amaranticolor, Infeccién con Virus A de la Ratén (IM) (zhangetal.,,
Nicotiana benthamiana necrosis del tabaco 2010)
. . - . (Wangetal.,
VPl Stylosanthes guianensis Plantas transgénicas Ratoén (0) 2008)
. . L L (Raoetal.,
Virus de la fiebre aftosa Crotalaria juncea Plantas transgénicas Cobayo (O, P) 2012)
(FMDV) (Lietal
Bovino | (Ganado Bovino, Ovino, Nicotiana tabacum Plantas transplastémicas ne 2006)"
Porcino, Caprino) I
Nicotiana tabacum Plantas transplastémicas Raton (IP) (Ler;tgoegt)a .
. . - . (Wangetal.,
P1 Nipponbare (Arroz Japonica) Plantas transgénicas Raton (IP, O) 2012)
P1-2A3C Solanum lycopersicum Plantas transgénicas Cobayo (IM) (Paznogé)al.,
. - Andri
VP1, VP4, 2C, 3D Nicotiana benthamiana Expresion transitoria Cobayo (IM) (Andrianova
etal., 2011)
. - . L tal.,
Papilomavirus (BPV) L1 Nicotiana benthamiana Expresion transitoria Conejo ( o;/glez)a
Virus de la lengua azul | VP2, VP3, VP5, (Thueneman
8 ! ! ! Nicotiana benthamiana Expresidn transitoria Oveja (SC) netal.,
(BTV) VP7
2013)
Nicotiana tabacum Expresion transitoria Cobayo (SC) (Nelson et
P ¥ al., 2012)
Virus de la diarrea viral £ (Perez
bovina (BVDV) Medicago sativa Plantas transgénicas Cobayo (IM), Aguirreburua
9 g Bovino (IM) Ide et al.,
2013)
Virus de la enfermedad (Guerrero-
Proteina de fusion Zea mays Plantas transgénicas Pollo (O) Andrade et
Newcastle (NDV)
al., 2006)
Virus de la bronquitis Glicoproteina S1 Solanum tuberosum Plantas transgénicas Raton (IG), (Zhou et al.,
infecciosa (IBV) P (tubérculo) & Pollo (O, IM) 2003)
Pollo Oryza sativa (Japonica) (Wu et al.
i Plantas transgénicas Pollo (O ’
(Semillas) genic © 2007)
Virus de la enfermedad » )
de bursitis infecciosa VP2 Chenopodium quinoa Infeccu?n con Virus dlel Pollo (IM) (Chenetal.,
(1BDV) mosaico del bambu 2012)
Nicotiana benthamiana Expresidn transitoria Pollo (IM) (Gomez et
al., 2013)
Virus de . - Raton, Cerdos (Streatfield
- Zea mays (Semillas) Plantas transgénicas
Cerdo la gastroenteritis S (0) etal.,, 2001)
porcina transmisible ) L. (Lamphear et
(TGEV) Zea mays (Semillas) Plantas transgénicas Cerdos (0) al,, 2004)
. - . (Castanon et
Solanum tuberosum (Hoja Plantas transgénicas Conejo (SC, IM
Virus de la enfermedad (Hoja) & o ( ) al., 1999)
Conejo hemorragica del conejo VP60 (Martin-
Solanum tuberosum - .
(RHDV) , Plantas transgénicas Conejo (IM) Alonso et al.,
(Tubérculo)
2003)
(Molina et
5 ., 2004;
Perro Parvovirus Canino 2121 Nicotiana tabacum Plantas transplastomicas Raton (I',)' P, al' 004
IG), Conejo (P) | Molina et al.,
2005)

Tabla 1. Algunos de los ejemplos mas significativos de molecular farming en plantas para la
produccion de antigenos de interés veterinario. Se detallan las especies animales, los
antigenos virales producidos, las especies vegetales transformadas, los métodos de
transformacidon empleados y los modelos animales en los que se evalud exitosamente la
inmunogenicidad de los antigenos recombinantes. Se resaltaron los trabajos llevados a cabo
por nuestro grupo en plantas transplastémicas. Se incluyen las vias de administracion de los
antigenos (O: oral, IG: intragastrica, IM: intramuscular, IP: intraperitoneal, SC: subcutanea, P:
parenteral). Adaptada de (Liew and Hair-Bejo, 2015; Ruiz et al., 2015).
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Dado que el nivel de expresién de los antigenos recombinantes es un factor crucial del
cual depende la factibilidad econémica del sistema de produccién, las plantas transplastomicas
resultan una alternativa aln mas interesante. Estas no solo requieren tiempos menores para
su caracterizacidon sino que ademds permiten obtener niveles de expresién 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
antigenos vacunales de uso veterinario en plastidos que también han sido validados en
modelos animales. Algunos ejemplos de antigenos virales producidos en cloroplastos se
observan en la tabla 1. Por otro lado, existen trabajos que abarcan otro tipo de antigenos
bacterianos en cloroplastos como la subunidad B de la toxina colérica (CTB), FaeG de fimbrias
de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), el antigeno protector (PA) de Bacillus anthracis, la
subunidad B de la toxina labil 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 produccion de anticuerpos recombinantes,
los cuales pueden ser administrados por via oral como terapéuticos o para conferir proteccion
pasiva frente a la infeccidn. Varios trabajos han reportado la produccidn 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 expresion
e inmunizacidn animal, todavia 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 transplastémicas varias proteinas de interés veterinario. Nuestro grupo cuenta con
experiencia en la produccidn de antigenos vacunales virales y nanoanticuerpos (anticuerpos de
dominio simple) de interés veterinario, en plantas transplastomicas. Por un lado se expresé un
epitope del antigeno VP1 de FMDV fusionado a la proteina GUS (Lentz et al., 2009) y, ademas,
en otro trabajo se expresé en el mismo sistema el antigeno VP8 de capside de BRV (Lentz et
al., 2011)(Tabla 1). Ambos antigenos virales resultaron inmunogénicos en un modelo de raton.
Adicionalmente, en el caso de VPS8, los anticuerpos IgG producidos luego de la inmunizacién

permitieron proteger de manera pasiva a las crias en un modelo de ratdn lactante.

Por otra parte, el grupo dirigido por el Dr. Wigdrovitz, del Instituto de Virologia 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 produccién de antigenos de
FMDV, BVDV y BRV. En los casos de FMDV y BRV se demostré la inmunogenicidad y proteccién
de los antigenos en un modelo murino (Dus Santos et al.,, 2005; Dus Santos et al., 2002;
Wigdorovitz et al., 1999; Wigdorovitz et al., 2004). Ademas, en el caso de BVDV la proteina
recombinante resulto inmunogénica y protectiva en bovinos (Perez Aguirreburualde et al.,
2013). Fue precisamente a partir de nuestra colaboracién con este grupo, y basandonos en sus
trabajos previos, que pudimos demostrar la capacidad de las plantas transplastémicas para
producir niveles de expresion notablemente mayores de algunos de estos antigenos en

cloroplastos.

El presente trabajo de tesis estd dedicado a ahondar la colaboracién entre ambos
grupos para la produccién de antigenos de interés veterinario de bajo costo derivando en un

potencial candidato para una vacuna comercial de uso en la industria veterinaria.
El trabajo esta dividido en tres secciones:

En las primeras dos secciones se presentan los resultados de la generacién de plantas
transplastomicas de tabaco expresando antigenos vacunales de interés veterinario fusionados

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

Brevemente, la proteina BLS permite fusionar otras proteinas a su extremo N-terminal
para luego plegarse como un dimero de pentdmeros 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 econdmicas a nivel mundial. Dado que las crias recién
nacidas son particularmente suceptibles a ser infectadas, resulta esencial contar con
estrategias de inmunizacién destinadas a estimular la inmunidad pasiva por la transmisién de
anticuerpos del calostro y la leche originados a su vez por la vacunacién activa de las madres

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

La proteina VP8* surge del clivaje proteolitico de VP4 de la capside de rotavirus. Se
trata de una proteina no glicosilada que constituye un determinante importante de
infectividad viral. La proteina 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 seccidn se muestran los resultados correspondientes a la expresidon en
plantas transplastomicas de tabaco de la proteina VP8d (fragmento menor de VP8*) de

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

En los uUltimos afos 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 formulaciéon 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 seccion se muestran los resultados correspondientes a la expresidén en
plantas transplastdmicas de tabaco de la proteina VP8d de Rotavirus Equino (RVE), cepa H2

tanto sola como fusionada a BLS.

Desde hace varios afios, por cuestiones vinculadas a bioseguridad y percepcion
publica, existe una tendencia a intentar evitar el uso de genes de resistencia a antibiéticos para
la generacidon de plantas transplastomicas. En su lugar han sido propuestos numerosos y
novedosos esquemas de seleccién (Breyer et al., 2014). De acuerdo con esta corriente de
pensamiento, en la ultima seccidn de la presente tesis se detallan los esfuerzos para generar
un vector de transformacién de cloroplastos de tabaco que portara un gen que permitiera la
seleccidn de las plantas transformadas por tolerancia a estrés. Como gen selector se eligid a
flavodoxina de Anabaena sp., el cual codifica un transportador de electrones que contiene una
molécula de flavina como grupo prostético. Su presencia estd restringida a los procariotas y
algunas algas eucariotas, observandose en cianobacterias aumentos drasticos de sus niveles
cuando son expuestas al herbicida metil violégeno y a otros compuestos propagadores de
superdxidos. Ya ha sido descripto que en plantas transgénicas de tabaco la expresién de
flavodoxina resulta en una mayor tolerancia a estrés oxidativo y a un amplio rango de desafios
ambientales (temperatura, UV, salinidad, patdgenos, 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 secciéon de la presente tesis se muestran los resultados

16



Introduccion

correspondientes a la evaluacién de sustancias que provoquen estrés oxidativo (Metil

violdgeno) o salino (NaCl) como agentes selectores.
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Hipdtesis y Objetivos

Hipétesis general

La hipdtesis principal de este trabajo postula que es posible generar plantas
transplastomicas de tabaco y obtener vacunas experimentales a partir de la expresién de
fusiones antigénicas de interés veterinario a la proteina decamérica y altamente inmunogénica
lumazina sintasa de Brucella spp (BLS).

De manera complementaria se pretendié utilizar el gen de flavodoxina de Anabaena
sp. como gen selector para reemplazar el uso de antibidticos por estrés abidtico en el esquema
de seleccién de plantas transplastdmicas.

Objetivos particulares

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

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

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

-La proteina 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 proteinas recombinantes en
gallinas ponedoras.

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

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

F) De manera complementaria, realizar curvas de regeneracién 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 viologeno (MV) como agentes selectores para
establecer la sensibilidad del tejido a esas condiciones de cultivo.

G) Realizar experimentos de transformacion de cloroplastos con un vector conteniendo
flavodoxina como gen selector utilizando en el medio de cultivo NaCl o Metil violégeno como
agentes selectores y comparar los resultados con los obtenidos al utilizar espectinomicina.
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PARTE I: Expresion en cloroplastos de tabaco del antigeno VP8d de Rotavirus Bovino
fusionado a la enzima lumazina sintasa de Brucella Spp.

Introduccidn

Rotavirus es la principal causa de gastroenteritis severa en mamiferos recién nacidos y
causa pérdidas econdmicas muy importantes alrededor del mundo (Saif and Fernandez, 1996).
De acuerdo con un seguimiento realizado durante 10 afios, 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 econdmicas sustanciales en relacién a la industria
de la carne y lactea (Garaicoechea et al., 2006). Los terneros son particularmente susceptibles
a la infeccidn con rotavirus durante las primeras semanas de vida y por esta razén, teniendo en
cuenta el impacto econdmico de esta enfermedad a nivel productivo, es esencial contar con un
sistema de inmunizacién pasiva que comprenda la transmisién de anticuerpos del calostro y la

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

BRV estda compuesto por 11 segmentos de ARN de doble cadena, contenidos en un
nucleo interno, rodeados por dos capas proteicas que constituyen la capside viral. A su vez, la
capa mas externa estd formada por dos proteinas diferentes, VP7 y VP4 (Estes et al., 2001).
Esta ultima proteina esta dimerizada y expuesta en la superficie del virion formando las
espiculas caracteristicas de los rotavirus (Figura 4), posee actividad hemaglutinante y participa
del proceso de adsorcidon viral (Crawford et al., 1994; Kalica et al., 1983). VP4 es
posteriormente clivada por enzimas proteoliticas en el tracto gastrointestinal para dar lugar a
VP8 y VP5, siendo el dominio no glicosilado de VP8 (Figura 4) el responsable de la adhesién
viral a residuos de acido sidlico en las células del hospedador (Stencel-Baerenwald et al., 2014).
Ademas, por presentar epitopes neutralizantes VP8 representa un candidato atractivo para el

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

La proteina VP8* (Figura 5) de Rotavirus Bovino C486 fue expresada previamente por
nuestro grupo en cloroplastos de tabaco. En esta organela la expresion se dio principalmente
en forma de agregados insolubles, alcanzandose buenos niveles de expresidon de alrededor del
4% de las Proteinas Solubles Totales (PST). La proteina VP8* producida en plantas fue capaz de
conferir una fuerte respuesta inmune luego de ser inyectada en ratones hembra. Asimismo, las
crias nacidas a partir de los ratones inmunizados también resultaron protegidas, gracias a la
transmisién pasiva de anticuerpos en la leche, frente a desafio oral con rotavirus virulento

(Lentz et al., 2011).
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Basada en sus propiedades fisicoquimicas e inmunogénicas, la enzima lumazina sintasa
de Brucella spp (BLS) (Figura 6) ha sido descripta como una proteina novedosa para la
presentacién de antigenos. BLS se pliega como un dimero de pentdmeros 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
decdmero (Zylberman et al.,, 2004). Esta caracteristica pudo ser confirmada por los analisis
estructurales de las quimeras resultantes. La estructura general y las caracteristicas de BLS son
semejantes a las de la subunidad B de la toxina colérica (CTB) y la subunidad B de la toxina Iabil
al calor de E. coli (LTB), las cuales han sido ampliamente utilizadas como potentes adyuvantes
para incrementar la respuesta inmune de antigenos recombinantes cuando se las acopla a
ellos. De hecho, ambas subunidades adyuvantes ya han sido expresadas en forma de fusiones
inmunogénicas en plantas transplastomicas (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 fusidon y no cuando se la expresa en
forma conjunta con el antigeno (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 inmunizacién sistémica como en la oral (Fragoso et al., 2011; Rosas et
al., 2006). Mas especificamente, nuestro grupo de investigacién fusioné el N-terminal de BLS a
un dominio interno de la proteina VP8 (VP8d) (Dormitzer et al., 2002). La fusion resultante
(BLSVP8d) se expresé en E. coli, donde se confirmé su correcto plegamiento y ensamblaje
decamérico, obteniéndose titulos de anticuerpos mayores a los obtenidos al inmunizar VP8d
sola o una mezcla de VP8d y BLS, tanto en un modelo de ratdn 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 desafio oral con rotavirus virulento (Bellido et al.,
2009). Por otro lado, en el caso de las gallinas se generaron anticuerpos de tipo IgY especificos
contra rotavirus a partir de la yema de huevos de gallinas inmunizadas. La administracion oral
de estos anticuerpos permitié proteger a ratones, de manera dosis dependiente, frente a un

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

Es por todos estos antecedentes que se decidié evaluar por primera vez, durante el
desarrollo de la presente tesis, la plataforma de BLS de Brucella spp en un sistema de

expresion de planta. Para ello se buscd expresar inicialmente la fusién 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.

VP4 de Rotavius

VPS*

Capside Viral

Figura 4. Estructura del rotavirus y el antigeno VP8*. (A) Estructura del virién de rotavirus de
macaco Rhesus (resolucién: 23 A), obtenida mediante crioelectromicroscopia y procesamiento
de imagenes por computadora. El didmetro de la particula es de 1000 A. Las espiculas
compuestas por trimeros 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 proteina es un trimero pero solo dos de los tres mondmeros son
visibles en algunas estructuras, por lo cual el tercer mondmero se muestra en gris. Se indica
con un circulo el sitio de unidn a glicanos de la subunidad VP8*. La subunidad VP5* facilita la
penetracion 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
TENPPVSYWMLLAPTNAGVVDQGTNNTNRWLATILIKPNVQQVERTYTLFGQQVQVTVSNDSQTKWKFV
DLSKQTODGNYSQHGPLLSTPKLYGVMKHGGKIYTYNGETPNATTGYYSTTNEDTVNMTAYCDEYIIPLAQ
EAKCTEYINNGLPPIONTRNIVPVSIVSRNIVYTRAQPNQDIVVSKTSLWKEMQYNRDIVIRFKANSIIKSGGL
GYKWSEVSFKPANYQYTYTRDGEEVTAHTTCSVNGINDFNYNGGSLPTDFVISKYEVIKENSFVYIDYWDDS
QAFRNMVYVRSLAADLNSVMCTGGDYSFAIPVGNYPVMTGGAVSLHSAGVTLSTQFTDFVSLNSLRFRFRL
SVEEPPFSILRTRVSGLYGLAAKPNNSQEYYEIAGRFSLISLVPSNDDYQTPIINSVTVRQDLERQLGELRDEFN
NLSQQIAMSQLIDLALLPLDMFSMFSGIKSTIDAAKSMATNVMKRFKKSSLANSVSTLTDSLSDAASSISRSA
SVRSVSSTASAWTEVSNITSDINVTTSSISTQTSTISRRLRLKEMATQTDGMNFDDISAAVLKTKIDKSTQLNT
NTLPEIVTEASEKFIPNRAYRVIKDDEVLEASTDGKYFAYKVETILKRFHSMYKFADLVTDSPVISAIIDFKTLKNL
NDNYGISRQQALNLLRSDPRVLREFINQDNPIIRNRIESLIMQCRL

Figura 5. Secuencia aminoacidica correspondiente a la proteina 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 sefiala subrayada
la secuencia correspondiente a VP8* expresada previamente en plantas transplastomicas
(Lentz et al., 2011). Se muestra resaltada en gris la secuencia correspondiente a VP8d.
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Figura 6. Estructura tedrica del dimero de pentameros 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)

23



Resultados: Parte |

Resultados Parte |

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

pET-BLS-VP8&d — PR, 2| BLSVP&d-Bov |2
pZero2
BLSVP8d-Bov (ECORV)
Ndel — <— Xbal
Ndel5 'BLSVP8d-Bov Xbal3 'BLSVP8d-Bov
pBSW-utr/BLSVP8d-Bov pZero2
pBSW-utr

(Ndel/Xbal) IE

BLSVP8d-Bov |2

BLSVP8d-Bov

Xbal

o
=]
=z

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

La secuencia BLSVP8d-Bov es una quimera que consiste en la fusidon del core de VP8
(desde el nucledtido 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 amplificacidon por PCR a partir del plasmido pET-BLS-VP8d (Bellido et
al., 2009). El producto de amplificacién obtenido se subclond en el vector de transformacion
de cloroplastos, dando como resultado el vector pBSW-utr/BLSVP8d-Bov. Para ello se empled
la enzima Pfu y los oligonucledtidos iniciadores Ndel5'BLSVP8d-Bov y Xbal3"BLSVP8d-Bov, los
cuales permitieron agregar a la fusion los sitios de restriccion Ndel y Xbal, respectivamente. El
producto de PCR de extremos romos fue clonado en el vector pZErO-2, el cual fue previamente
digerido con la enzima de restriccién EcoRV. Posteriormente, el vector intermediario
resultante fue digerido totalmente con la enzima Xbal y parcialmente con la enzima Ndel, de
manera de poder liberar un fragmento conteniendo la secuencia codificante completa para
BLSVP8d. En este vector la secuencia reconocida por Xbal inmediatamente después del codén

de terminacion se hallaba metilada, por lo cual la enzima realizéd un corte 40 nucledtidos rio
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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 ultimo
obtenido a partir de la digestidn previa del vector pBSW-utr/hEGF (Wirth et al., 2006) con las
enzimas Ndel y Xbal de manera de remover la secuencia codificante para hEGF. Se denomind

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

Los clones recombinantes fueron identificados mediante una reaccién de PCR
utilizando los oligonucleédtidos usados anteriormente durante el clonado (Ndel5'BLSVP8d-Bov
y Xbal3'BLSVP8d-Bov). Como control negativo se empled ADN del plasmido pBSW-utr/VP8*. La
integridad de los clones positivos seleccionados fue corroborada mediante secuenciacién para

descartar la introduccidon de mutaciones durante la amplificacién por PCR.

Dado que los plastidos derivan evolutivamente de cianobacterias, los elementos del
vector de transformacién de cloroplastos pueden ser reconocidos por la maquinaria
transcripcional y traduccional procariota. Es por esto que antes de proceder con la
transformacién de cloroplastos se realizé un ensayo preliminar de expresién utilizando E. coli
transformada con el vector pBSW-utr/BLSVP8d-Bov. La expresion 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
confirmé el ensamblado correcto del vector y la expresion de BLSVP8d. Llamativamente la

proteina recombinante fue detectada en niveles muy altos en citosol bacteriano (Figura 8).
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Figura 8. Analisis de la integridad y capacidad de expresion del vector pBSW-utr/BLSVP8d-
Bov en E. coli. (A) Gel SDS-PAGE 10% tefiido con Coomassie brilliant blue. (B) Western blot
revelado con anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino. Se incluyé un extracto obtenido a
partir de bacterias transformadas con la construccion pBSW-utr/VP8* como control positivo.
Se indica la posicion 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
proteina no relacionada (VP7-His). Se indican en los margenes las posiciones de BLSVP8d-Bov,
VP8* y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker,
Promega).

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

La obtencién de las lineas transplastémicas se realizé por medio de la técnica de
bombardeo de fragmentos de hojas de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana empleando
microparticulas de oro recubiertas con la construccién pBSW-utr/BLSVP8d-Bov. Los
fragmentos de hojas bombardeadas (explantos) regeneraron en medio RMOP en presencia de
500 mg/I de espectinomicina utilizada como agente selector. Los brotes que regeneraron en
presencia del antibiético fueron chequeados en primera instancia por PCR empleando los
oligonucledtidos Cloro fw (localizado sobre el gen rrn16 del genoma plastidico) y Cloro rev
(correspondiente a las secuencia aadA del vector de transformacién). Solamente en las plantas
en las que se produjo la integracién de las secuencias recombinantes se obtuvo un producto
de amplificacion de 1450 pb (Figura 9A). Se incluyé una muestra WT como control negativo.
De esta manera se seleccionaron 3 eventos de transformacién independientes, los cuales
fueron sometidos a una caracterizacién mas exhaustiva y posteriormente empleados en los

ensayos de inmunizacién.
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Con el fin de informacidn especifica del evento de transformacion, se realizd una PCR
sobre una de las 3 lineas empleando los oligonucleétidos Ndel5'BLSVP8d-Bov vy
Xbal3’BLSVP8d-Bov, los cuales amplifican la secuencia de interés introducida (BLSVP8d-Bov).
Se incluyeron muestras transformadas con otra construccién como control negativo. Como
control positivo se empled ADN del plasmido-vector utilizado en la transformacién. De esta
manera se obtuvo para esta linea y el control positivo un producto de amplificaciéon de
aproximadamente 750 pb y se demostré de forma inequivoca que el evento de recombinacién

contenia el gen de interés (Figura 9B).

En la figura 9C se esquematiza la regién del genoma plastidico donde ocurre la
integracién por recombinacién homoéloga y el producto final de recombinacién. Se muestran

también los sitios de hibridacidn de los oligonucledtidos empleados en la reaccion de PCR.

Con el fin de lograr la homoplastia, es decir que todas las copias del genoma plastidico
presentaran integradas las secuencias de interés, fragmentos de hoja de las plantas obtenidas
fueron sometidos a dos rondas adicionales de regeneracion en presencia del agente selector
para garantizar la homoplastia. Finalmente las plantas fueron rusticadas y se desarrollaron
normalmente, siendo practicamente indistinguibles de plantas de tabaco no transformadas.
Esta caracteristica no interfirid6 de ninguna manera en el desarrollo normal de las plantas

(Figura 10).

Las semillas obtenidas a partir de las plantas transplastdmicas pudieron germinar y
crecer en presencia de espectinomicina, lo cual confirmé la estabilidad de la integracién de los
transgenes en el genoma plastidico. Como control de germinacién se emplearon semillas
provenientes de plantas sin transformar. Estas Ultimas no fueron capaces de desarrollarse en

presencia de espectinomicina y solo pudieron hacerlo en el control sin antibiético (Figura 10).
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Figura 9. Identificacion de las lineas transplastomicas por PCR. (A) Andlisis por PCR
empleando oligonucledtidos iniciadores Cloro Fw y Rev para confirmar la integracion de los
transgenes. 1, 2 y 3: lineas independientes. Control positivo: +. Controles negativos: -. (B)
Anadlisis por PCR empleando los oligonucledtidos iniciadores Ndel5'BLSVP8d-Bov vy
Xbal3"'BLSVP8d-Bov. Se incluye en los margenes la posicion del marcador de peso molecular (A
DNA-BstEll Digest, New England Biolabs). (C) Esquema del sitio de integracion en el genoma
plastidico. Se muestran en la figura los oligonucleétidos utilizados para la PCR que permite
amplificar un fragmento de 1450 pb solo en las plantas transplastémicas. Se sefialan los sitios
de corte de la enzima Ncol empleada en el ensayo de Southern blot. El vector de
transformacion 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 recombinacidn, respectivamente. 5'psbA: secuencia no traducible y promotor
fuerte del gen psbA. trni/A: sonda utilizada en los ensayos de Southern blot.
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Figura 10. Caracterizacion fenotipica de las plantas transplastéomicas. Ensayo de germinacion
luego de 10 dias 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 transplastémicas. Una vez germinadas las plantas se transfirieron a invernadero en
donde se registré el fenotipo a las 8 y 12 semanas post-siembra.

Andlisis de la integracion del transgén y estado homopldstico

ADN obtenido de las plantas previamente caracterizadas por PCR y germinadas en
espectinomicina fue utilizado en ensayos de Southern blot para corroborar la integracion
estable en el genoma plastidico. Con este propdsito, se digirié el ADN total proveniente de
hoja con la enzima Ncol, la cual corta rio arriba y rio abajo del sitio de integracién en el
genoma plastidico. La enzima no presenta ningln 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 transplastomicas, respectivamente, cuando se
utiliza una sonda dirigida contra la regidn trnl/A. El analisis por Southern blot confirmé la
integracion del transgén en todas las lineas evaluadas. También pudo observarse una banda
muy tenue de alrededor de 6.4 Kpb, lo cual podria explicarse tanto por un estado residual

heteroplastico (lo cual seria poco probable dado que estas lineas no solo se regeneraron
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sucesivamente en presencia del agente selector, sino que también las semillas fueron
germinadas bajo presién de seleccién) o por la presencia de copias adicionales de fragmentos
de ADN plastidico wild-type insertados en el genoma nuclear (hecho que no seria poco comun
dado que la integracién de ADN plastidico estd bien documentada a lo largo de la evolucién)
(Figura 11A) (Ayliffe et al., 1998; Nakazono and Hirai, 1993; Ruf et al., 2000; Stern and
Lonsdale, 1982).

Andlisis de los transcriptos

Mediante la técnica de northern blot pudieron detectarse transcriptos de diferentes
tamafios producto de la transcripcidn a partir de distintos promotores. Para ello se empled una
sonda homologa contra la secuencia bls. En todas las lineas se detectaron 3 transcriptos
mayoritarios (Figura 11C). El promotor fuerte inducible por luz psbA fue responsable del
transcripto monocistrénico mas pequefio y abundante. Por otro lado, el promotor rrn
introducido que controla la transcripcién conjunta de los genes aadA y BLSVP8d-Bov produjo
un bicistron de tamafio intermedio. La presencia de un transcripto policistronico adicional de
mayor tamano pudo explicarse por la transcripcidn a partir del promotor endégeno rrn que se
encuentra rio arriba al sitio de recombinacién. Los tamafios esperados eran de 1,2 Kpb para el
transcripto monocistrénico; 2,2 Kpb para el dicistrénico y 3,8 Kpb para el mayor de todos
(Figura 11B). Esta prediccidén resulté avalada mediante la comparaciéon de la movilidad

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

Dos de las muestras analizadas correspondian a lineas que pasaron por 3 rondas de
regeneracion y que luego dieron lugar a semillas que fueron germinadas (Muestras 1y 2). La
tercera muestra provino de una linea que paso por una sola ronda de regeneracion y fue
semillada y germinada (Muestra 3a). La cuarta muestra provino de la misma linea que la
tercera pero que pasé por un estadio adicional de semillado y germinacién (Muestra 3b). No se
observaron diferencias entre muestras tanto en el Southern como en el northern blot (Figura

11Ay C).
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Figura 11. Caracterizacion molecular de las plantas transplastomicas expresando BLSVP8d-
Bov. (A) Southern blot empleando una sonda contra trni/A para confirmar la integracién y
estado homoplastico. (B) Mapa fisico mostrando los tamafnos esperados para los distintos
transcriptos. |: policistrén (3,8 kpb), II: dicistron (2,2 Kpb), lll: monocistrén (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: lineas independientes. WT:
wild-type. Se incluye en los margenes la posicion del marcador de peso molecular (1 KB,
Invitrogen).

Expresion de BLSVP8d-Bov en plantas transplastéomicas

Se analizo tanto por SDS-PAGE como por western blot la expresién de BLSVP8d-Bov en
extractos proteicos totales provenientes de hojas de las diferentes lineas de plantas
transplastomicas. En el gel tefiido con Coomassie brilliant blue se pudo evidenciar para todas
las lineas transplastémicas una banda diferencial de aproximadamente 35 kilodaltons (kDa)
compatible con el tamafio 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 corrobord al realizar un ensayo de western blot usando anticuerpos contra VP8%,
una versién algo mas grande de VP8d de rotavirus bovino. Como control positivo se incluyd

precisamente un extracto de una planta transplastomica que expresa VP8* previamente
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obtenida en el laboratorio. Los niveles de expresion de BLSVP8d-Bov en los extractos totales
fueron significativamente mas 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 regeneracion
post-bombardeo, presumiblemente debido a un estado todavia heteroplastico de las plantas
que aun no habian producido semilla (datos no mostrados). Los niveles de expresion de
BLSVP8d-Bov fueron muy altos, siendo la banda correspondiente a BLSVP8d-Bov aun mas
intensa que la correspondiente a la subunidad mayor de Rubisco (RuBisCo, Rbcl), la cual es
normalmente la proteina mas abundante en una hoja wild-type. Los niveles de expresion de

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

A BLSVP8d-Bov B BLSVP8d-Bov
1 2 3 VP8 WT 1 2 3 VP8 WT
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Figura 12. Expresion de BLSVP8d-Bov en las diferentes lineas transplastomicas. (A) Gel SDS-
PAGE 10% tefiido con Coomassie brilliant blue en el que se puede visualizar la expresidn de
BLSVP8d-Bov en tres lineas independientes. (B) Western blot revelado con anticuerpos contra
VP8* de rotavirus bovino. Se indica la posicion 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
margenes las posiciones de BLSVP8d-Bov, VP8* y el marcador de peso molecular (Broad Range
Protein Molecular Weight Marker, Promega).

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

Se habia descripto con anterioridad la naturaleza insoluble de BLSVP8d-Bov al ser
producida en E. coli. En este sistema la proteina recombinante tendia a formar cuerpos de
inclusioén insolubles (Bellido et al., 2009). Se analizé de manera preliminar el comportamiento

de la proteina recombinante al ser expresada a partir del vector de transformacion de
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cloroplastos en E. coli y se corroboré que en efecto, y al igual que VP8*, la proteina se

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

VP8* BLSVP8d-Bov
FLD7 T S [T S I
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”
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Figura 13. Analisis 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
margenes 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 pl de cultivo.

A continuacién se procedié a analizar la solubilidad en los extractos de hojas de tabaco
empleando el mismo sistema de extraccién 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 encontré de manera
mayoritariamente soluble en el estroma de los cloroplastos, lo cual representd una situacion

totalmente novedosa y opuesta a la observada con anterioridad en E. coli (Figura 14).
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Figura 14. Andlisis de la solubilidad de BLSVP8d-Bov en estroma de cloroplasto. (A) SDS-PAGE
12,5% tefido con Coomassie brilliant blue. (B) Western blot revelado con anticuerpos contra
VP8* de rotavirus bovino. Como control de una proteina 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, |: 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.

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

La disminucidn asociada con la edad en el contenido proteico de las hojas puede ser
aprovechada para evaluar la estabilidad de las proteinas 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 transplastdmica. La proteina recombinante se acumuld
rapidamente en hojas jovenes y se comportd de manera muy estable en hojas maduras e
incluso en hojas senescentes, sin mostrar en ningln caso signos importantes de protedlisis. Los
niveles mas altos de expresion fueron observados en hojas de mayor edad ya que la subunidad
mayor de RuBisCo y la mayoria del resto de las proteinas 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 proteina mas abundante en una hoja wild-type, dependiendo de la hoja
seleccionada. Para la cuantificacidon posterior de los niveles de expresién de BLSVP8d-Bov se

decidié emplear una hoja de edad intermedia, hoja # 7 en la Figura 15.
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Figura 15. Caracterizacidn de la acumulacién de BLSVP8d-Bov a lo largo del desarrollo de una
planta transplastomica. (A) Gel SDS-PAGE 12,5% tefiido 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 posicion de BLSVP8d-Bov y RbcL en el margen. Se utilizé 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 apice a la base, siendo la numeré 1 la primera hoja
completamente expandida. La hoja 7, de edad intermedia, fue utilizada en los ensayos
posteriores para la determinacion de niveles de expresion. Se indican en los margenes las
posiciones de BLSVP8d-Bov, la subunidad mayor de RuBisCo (RbclL) y el marcador de peso
molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega).

Determinacion del nivel de expresion de BLSVP8d-Bov soluble en hojas frescas de plantas
transplastémicas

Se utilizé 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
expresion de BLSVP8d-Bov se determinaron por densitometria, mediante SDS-PAGE seguido
por tincion con Coomassie brilliant blue y comparacién contra una curva generada con
albimina sérica bovina (BSA) como estandar. 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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proteina mas abundante en una hoja sin transformar. Los niveles cuantificados para BLSVP8d-
Bov fueron de al menos 40% de Proteina Soluble Total (PST) o 4,85 mg/g Tejido Fresco (TF).
Esto representa alrededor de 10 veces mas proteina recombinante que en el caso de VP8*

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

Soluble
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mg Tejido Fresco 1,7 041 025 0,16

150 kDa > "

100 kDa >
75 kDa >
- - »
50kDa > W <Rbel
35 kDa >
. < BLSVP8d-Bov
25 kDa >
—

15 kDa > ————

Figura 16. Cuantificacion de BLSVP8d-Bov soluble en extractos obtenidos a partir de hoja
fresca de edad intermedia. Gel SDS-PAGE 12,5% tefiido con Coomassie brilliant blue en el que
se sembraron diferentes cantidades de proteinas solubles totales de una hoja de edad
intermedia de una planta transplastdmica. Se cuantific6 BLSVP8d-Bov contra una curva de
calibracion construida con BSA. Se utilizd 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).

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

Muestras obtenidas a partir de hoja fresca conteniendo una concentracidon de
BLSVP8d-Bov de aproximadamente 40% de PST fueron congeladas y almacenadas a -70°C en
glicerol 5%. La proteina recombinante demostré conservar la estabilidad luego de
aproximadamente 20 meses de almacenamiento ininterrumpido en estas condiciones. La
cuantificacion de estas muestras coincidié 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% teiido con
Coomassie brilliant blue en el que se sembraron diferentes cantidades de BLSVP8d-Bov soluble
cuantificada antes del almacenamiento. Se utilizé un extracto total wild-type como control. Se
indica la posicidn de BLSVP8d-Bov y la subunidad mayor de RuBisCo (RbcL) en el margen. Como
control de estabilidad se incluyd un extracto total conteniendo BLSVP8d-Bov obtenido a partir
de 2 mg de tejido fresco. Como control negativo se utilizéd un extracto total wild-type soluble
correspondiente a 3 mg de tejido fresco.

Andlisis de la estabilidad y solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas transplastomicas secas

Durante el analisis de acumulacidon de BLSVP8d-Bov a lo largo del desarrollo de una
planta transplastdmica pudo detectarse la proteina recombinante en gran cantidad incluso en
una hoja senescente y seca. En estos extractos el resto de las proteinas de la planta se hallaba
mayoritariamente degradado, dando lugar a un gran incremento en la concentracidon de
BLSVP8d-Bov. Se decidié entonces estudiar el perfil de solubilidad de la proteina recombinante
en hojas secadas de manera artificial a temperatura ambiente, empleando un proceso similar

al curado industrial del tabaco.

En un ensayo preliminar se analizé 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 dimeros 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 constituia virtualmente la totalidad de la proteina 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 detecté ademds que la
proteina recombinante se encontraba notablemente agregada, pudiéndose visualizar un
dimero de alrededor de 70 kDa y un agregado de proteina de pesos moleculares mayores a 35
kDa (Figura 19). Esta agregacidon se tornd mucho mas evidente a tiempos mas largos (100 dias)

de almacenamiento a temperatura ambiente de las plantas ya secadas.
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Figura 18. Andlisis de la solubilidad y estabilidad de BLSVP8d-Bov en hojas secadas
parcialmente de plantas en tierra. (A) Gel SDS-PAGE 12,5% teiido 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 margenes.
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Figura 19. Andlisis de Ila solubilidad y estabilidad de BLSVP8d-Bov en hojas de diferente edad
secadas artificialmente. (A) Gel SDS-PAGE 12,5% teilido 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 incluyd 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 margenes. (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.

Determinacion del nivel de expresion de BLSVP8d-Bov insoluble en hojas secadas
artificialmente

Se decidié cuantificar BLSVP8d-Bov insoluble a partir de hojas secadas artificialmente
para incluir estos extractos en el esquema de inmunizacién posterior. En hojas completamente
secas almacenadas durante 100 dias a temperatura ambiente la agregacién de la proteina

recombinante fue tal que no se pudo cuantificar. En contraste, para BLSVP8d-Bov insoluble
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extraida a partir de una hoja madura secada durante 35 dias se obtuvo un valor de alrededor
de 26 mg/g Tejido Seco (TS). Este valor no tuvo en cuenta la presencia de agregados de

proteina recombinante de mayor tamafo (Figura 20).

Si bien BLSVP8d-Bov formé agregados insolubles altamente estables, estos dificultaron
su procesamiento para ser utilizados en ensayos de inmunizacidn posteriores. Esta muestra de
BLSVP8d-Bov cuantificada y obtenida a partir de hoja secada artificialmente no fue capaz de
inducir la produccién de anticuerpos IgY en yema de huevo al ser administrada de manera

intramuscular en gallinas (datos no mostrados).

Hoja Seca
WT [BLSVP8d-Bov BSA

pg Proteina Soluble 25 2 1.5 1 0.5
mg Tejido 2 019 0,12 0,06
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Figura 20. Cuantificacion de BLSVP8d-Bov insoluble en extractos obtenidos a partir de hoja
secada artificialmente. Gel SDS-PAGE 12,5% tefiido con Coomassie brilliant blue en el que se
sembraron diferentes cantidades de proteina insoluble total. Se cuantificé BLSVP8d-Bov contra
una curva de calibracion construida con BSA. Se utilizé 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 margenes.

Andlisis de la estabilidad y solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas transplastomicas liofilizadas

Como alternativa al secado a temperatura ambiente, se liofilizaron hojas
transplastdomicas expresando BLSVP8d-Bov y se analizé su solubilidad mediante SDS-PAGE
seguida de tinciéon con Coomassie brilliant blue. A diferencia de lo que ocurrié con las hojas
secadas de manera artificial, la fusion BLSVP8d-Bov permanecié estable y soluble aun luego del

proceso de liofilizacidon 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
degradacion de las proteinas propias de la planta. Por lo tanto, dado el caracter estable de
BLSVP8d-Bov, esta proteina se encontré levemente mas concentrada en las hojas liofilizadas
(Figura 21). Considerando la estabilidad y caracter soluble de BLSVP8d-Bov en las hojas
liofiolizadas se decidié incluir extractos obtenidos a partir de estas en los ensayos de

inmunizacidn subsiguientes.

Durante el andlisis de hojas liofilizadas se incluyé ademas un extracto total obtenido a
partir de una hoja de una planta secada artificialmente. La inclusidon de este extracto permitié
establecer que el proceso de liofilizacidn no trajo aparejada una agregacion de BLSVP8d-Bov,
tal como ocurrié en las hojas secadas artificialmente. A diferencia de lo acontecido en las hojas
liofilizadas, durante este proceso alternativo de secado las proteinas propias de la planta se
degradaron en su totalidad y BLSVP8d-Bov constituyé practicamente el total de las proteinas

integras remanentes.
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s g
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Figura 21. Andlisis de la estabilidad y solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas transplastomicas
liofilizadas. Gel SDS-PAGE 12,5% tefido 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 margenes.

Con el objeto de evaluar estrategias alternativas de almacenamiento de los extractos
liofilizados se repitid el analisis de solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas liofilizadas mantenidas
a temperatura ambiente por un mes en el laboratorio. Una vez mas, no se observd alteracion

de la solubilidad de la proteina recombinante, siendo la movilidad electroforética de la misma
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indistinguible de la que presentd en un extracto obtenido a partir de una hoja fresca (Figura

22).
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Figura 22. Andlisis de la estabilidad y solubilidad de BLSVP8d-Bov en hojas transplastomicas
liofilizadas almacenadas por un mes a temperatura ambiente. Gel SDS-PAGE 12,5% tefido
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, |: 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 margenes.

Determinacion del nivel de expresion de la fraccidn soluble de BLSVP8d-Bov en hojas liofilizadas
de plantas transplastomicas

Al igual que en el caso de las hojas frescas, y dada la solubilidad y estabilidad en hojas
liofilizadas, se procedié a cuantificar la fraccién soluble de BLSVP8d-Bov luego del proceso de
liofilizado. En este caso se eligié una hoja fresca de edad mds avanzada y como control se
realizd una cuantificacidn previa al proceso de liofilizado. Esta vez los niveles de expresion
superaron ampliamente a los de la subunidad mayor de RuBisCo en ambos tipos de hoja,
obteniéndose niveles de alrededor del 75 y 70% de Proteina Soluble Total (PST) para los
extractos obtenidos a partir de hoja fresca vy 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. Cuantificacion 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% tefiidos con Coomassie
brilliant blue en los que se sembraron diferentes cantidades de proteina soluble total de una
hoja de edad avanzada proveniente de hoja fresca, liofilizada o ambas, respectivamente. Se
cuantificé BLSVP8d-Bov utilizando una curva de calibracién construida con BSA. Se utilizé un
extracto total de hojas wild-type como control. Se indican las posiciones de BLSVP8d-Bov vy el
marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega) en los
margenes. (D) Hoja utilizada en la cuantificacion.

Inmunogenicidad de BLSVP8d-Bov obtenida a partir de plantas transplastémicas

La inmunogenicidad de la proteina recombinante producida en las plantas
transplastdomicas BLSVP8d-Bov se confirmd en un modelo de gallinas ponedoras. Los animales
recibieron tres dosis conteniendo 3,83 ug de BLSVP8d-Bov (de los cuales 2 pg correspondieron
a VP8d) en los dias 0, 30 y 75. Luego de transcurrida una semana de la ultima inmunizacion se
recolectaron los huevos aproximadamente cada 7 dias durante 3 semanas (Figura 24).
Mediante la técnica de ELISA fue posible la detecciéon de anticuerpos IgY en yema de huevo
especificos contra BLSVP8d-Bov tanto luego de inocular los animales con extractos solubles
provenientes de hojas frescas como luego de realizar la inoculacidon con extractos solubles
obtenidos a partir de hojas liofilizadas. En ningln caso pudieron detectarse anticuerpos

especificos luego de inmunizar con los respectivos extractos obtenidos a partir de hojas wild-
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type. La respuesta fue levemente mds rdpida en el caso de los extractos obtenidos a partir de
hojas frescas. Los titulos 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).

87 94103

Colecta de huevos 0
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17 Dosis 292 Dosis 3™ Dosis

3,83 ug BLSVP8d-Bov / Dosis

Figura 24. Esquema y modelo de gallina ponedora empleados para los ensayos de
inmunizacion con extractos de proteinas de plantas.
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Figura 25. Deteccion por ELISA de anticuerpos IgY especificos 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 transplastomicas (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
titulos fueron expresados como la reciproca de la mayor dilucidon que presentd un valor de
densidad optica (DO) por encima del valor promedio de DO mas 3 desvios estandar obtenido
para la respectiva muestra control.
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Ensayo de neutralizacion viral in vitro

La capacidad de los anticuerpos especificos contra BLSVP8d-Bov para inhibir la
infeccidon del rotavirus fue evaluada mediante un ensayo de neutralizacion viral in vitro. El
ensayo llevado a cabo permitid detectar titulos significativos de anticuerpos neutralizantes
tanto en la fraccién de IgY obtenida por inmunizacidn con extractos de hojas frescas como en
la fraccion equivalente proveniente de animales inmunizados con extractos de hojas
liofilizadas. En contraste, no se evidencid disminucién 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).
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Figura 26. Ensayo de neutralizacion viral in vitro para evaluar la proteccion conferida por los
anticuerpos IgY especificos frente a la infeccion con BRV C486. Se indican los titulos,
calculados a partir de ensayos por cuadruplicado, correspondientes a muestras de IgY
obtenidas luego de diferentes tiempos a partir de la inmunizacién con extractos de hojas
transplastomicas y WT frescas (barras oscuras lisas y rayadas, respectivamente) vy liofilizadas
(barras claras lisas y rayadas, respectivamente). Se incluyé como control una muestra de IgY
obtenida previamente a partir de una gallina inmunizada con 3,83 pg de BLSVP8d-Bov
producida en E. coli. Los titulos fueron calculados por el método de Reed & Muench
considerando la mayor dilucidn que permitié una reduccidon de focos fluorescentes de al
menos un 80%.
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PARTE II: Expresion en cloroplastos de tabaco de los antigenos VP8d de Rotavirus Equino
solo y fusionado a la enzima lumazina sintasa de Brucella Spp.

Introduccidn

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

1994).

Tal como sucede en el caso de rotavirus bovino, la proteina estructural VP4 (Figura 4)
de rotavirus equino (ERV) es una de las principales inductoras de anticuerpos neutralizantes.
De manera andloga, la proteina VP8* (Figura 4) de rotavirus equino, es una proteina no
glicosilada que surge del clivaje por tripsina de la proteina VP4. VP8* de rotavirus equino
resulta un candidato atractivo para inmunizacion dado que también en este caso es un
determinante importante de infectividad viral y es un antigeno capaz de dar lugar a la

produccién de anticuerpos con actividad neutralizante.

En base a las caracteristicas de las proteinas VP7 y VP4 de la capa externa de la cédpside
viral los rotavirus se clasifican segln su serotipo en G-tipos y P-tipos, respectivamente
(Matthijnssens et al., 2008). La nomenclatura alude a que VP7 es una glicoproteina (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 mas predominante a nivel mundial. Lo mismo ocurre en Argentina, tal
como se desprende de un analisis realizado durante 17 afios, desde el afio 1992 hasta el 2008.
En el pais, independientemente del G-tipo, practicamente 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 Bagd) desarrollada en
Argentina y comercializada desde el afio 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 Bagd) hoy dia esta vacuna es comercializada por la firma Biochemiq bajo el nombre
Rotamix Equin. La misma es administrada a las hembras prefiadas durante el Ultimo tercio de
la gestacion y luego se suministra el calostro de la madre vacunada al potrillo recién nacido.
Durante varios aios esta vacuna fue capaz de reducir la incidencia de diarrea ocasionada por
rotavirus. Recientemente, dada la constante presién de seleccidon ejercida por la vacunacion

sistematica, hay una prevalencia mas importante del tipo G14P[12], observdndose 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 conservacion del tipo P12 en el pais, 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
gue en la Argentina no estan permitidas las vacunas compuestas por cepas atenuadas para
equinos (dado su potencial de reversion para volver a ser infectivas). Por otra parte, una
vacuna compuesta por rotavirus inactivado no resulta practica ya que su aplicacién interfiere
con los analisis serolégicos posteriores que se emplean de rutina para vigilar la apararicidon 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
diagnéstico badados en las generacion 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 antigeno VP8d de
rotavirus equino fusionado a BLS en E. coli, quedando en evidencia la elevada inestabilidad y la
degradacion del mismo en este sistema. Dados los resultados alentadores obtenidos en la
primer parte de la presente tesis con el antigeno VP8d de rotavirus bovino fusionado a la
enzima inmunogénica lumazina sintasa de Brucella spp (BLS), se decidid expresar otra fusién a

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

Teniendo en cuenta que en Argentina existen 3 serotipos predominantes de rotavirus
bovino, que las plantas transplastdmicas BLSVP8d-Bov confieren inmunidad contra un solo
serotipo y que en Argentina predomina un Unico serotipo de rotavirus equino (cepa H2
G3P[12]), resulta mas factible el desarrollo de una versién comercializable de antigenos

vacunales obtenidos a partir de plantas transplastémicas y orientados a equinos.

A modo de determinar con mayor precisién la influencia de la BLS sobre la
inmunogenicidad, la estabilidad y los niveles de expresidn en el estroma de los cloroplastos de
las proteinas fusionadas a ella, decidimos expresar y caracterizar en paralelo el antigeno VP8d

proveniente de rotavirus equino fusionado a BLS y sin fusionar.
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MHEPVLDGPYQPTTENPPVSYWMLLAPTNAGVVDQGTNNTNRWLATILIKPNVQQVERTYTL 62
M EPVLDGPYQPT FNPPV+YWMLL+P NAGVV +GTN+ +RWLATILI+PNV RTYTL
M-EPVLDGPYQPTKFNPPVNYWMLLSPLNAGVVVEGTNSIDRWLATILIEPNVTTTTRTYTL 61

FGOQVQVTVSNDSQTKWKEVDLSKQTQODGNYSQHGPLLSTPKLYGVMKHGGKIYTYNGET 122
FG Q Q++V N+S TKWKF++L K T G++S + LLS PKL+G+MKHGG+++ YNGET
FGVQEQISVENNSTTKWKEINLIKTTLSGSEFSLYSTLLSEPKLHGIMKHGGOLWVYNGET 121

PNATTGYYSTTNEDTVNMTAYCDEFYIIPLAQEAKCTEYINNGL 165
PNATT Y T+N+D + MT++CDFYIIP OQE+ CTEYINNGL
PNATTTGYVTSNYDALTMTSFCDFYIIPRNQESTCTEYINNGL 164

Figura 27. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de VP8d de Rotavirus Bovino (RVB)
cepa C486 y Rotavirus Equino (RVE) cepa H2. Se seiialan los residuos idénticos (66%) y
similares (+). Considerando residuos similares la similitud es del 81%.
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Resultados Parte Il

Subclonado de la secuencias VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en el vector de transformacion de
cloroplastos pBSW-utr
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Figura 28. Estrategia de clonado empleada para obtener el vector de transformacion de

cloroplastos pBSW-utr/VP8d-Eq. Se detallan de manera grafica las diferentes etapas del
clonado.
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Figura 29. Estrategia de clonado empleada para obtener el vector de transformacion de

cloroplastos pBSW-utr/BLSVP8d-Eq. Se detallan de manera gréfica las diferentes etapas del
clonado.
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La secuencia correspondiente al antigeno VP8d de Rotavirus equino (VP8d-Eq, que
codifica desde el aminodcido 62 al 224 de la proteina VP4) se obtuvo por sintesis de ADN. El
disefo se hizo de manera de incorporar sitios de restriccion Ndel y Xbal flanqueantes a la
secuencia codificante para facilitar el posterior clonado en el vector de transformacién de
cloroplastos pBSW-utr. La secuencia VP8d-Eq se modificé levemente, siempre generando
cambios sindnimos de codones, de manera de eliminar un sitio de restriccidon Xbal interno y de
generar un sitio Bsp1286l inmediatamente antes del coddén de terminacién. El vector pUC-
VP8d-Eq conteniendo la secuencia sintetizada fue digerido con Ndel y Xbal y el fragmento
correspondiente a VP8d-Eq fue purificado y finalmente ligado al vector pBSW-utr. Este ultimo
fue obtenido cortando el vector pBSW-utr/hEGF (Wirth et al., 2006) con las enzimas Ndel y
Xbal de manera de remover la secuencia de hEGF. El vector resultante fue demoninado

pBSW-utr/VP8d-Eq (Figura 28). Previo a la transformacién de cloroplastos de tabaco
se verificd la integridad de la construccion obtenida mediante mapeo de restriccién y

secuenciacion.

En el caso de BLSVP8d-Eq, el pldasmido conteniendo el gen VP8d-Eq sintético se digirid
empleando las enzimas Ndel y Bsp1286l. De manera de poder fusionar el fragmento resultante
al de BLS se realizé una amplificacion por PCR empleando la enzima Pfu, los oligonucledétidos
Bsp128615°BLS (que introdujo un sitio Bsp12861) y Xbal3"'BLSVP8d-Bov (que introdujo un sitio
Xbal luego del coddn de terminacion) y el plasmido pBSW-utr/BLSVP8d-Bov como molde. El
producto de amplificacion comprendié al linker pentapeptidico 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 restriccion EcoRV. Posteriormente, este vector
intermediario fue digerido con las enzimas Bsp1286l y Xbal de manera de poder liberar el
fragmento que contiene la secuencia completa de BLS. En este vector la secuencia reconocida
por Xbal inmediatamente después del codén de terminacion se hallaba metilada, por lo cual la
enzima realizd un corte 40 nucledtidos rio 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 simultaneo con el vector pBSW-utr. Este ultimo fue obtenido
cortando el vector pBSW-utr/hEGF (Wirth et al., 2006) con las enzimas Ndel y Xbal de manera
de remover la secuencia de hEGF. El vector resultante fue denominado pBSW-utr/BLSVP8d-Eq
(Figura 29). Previo a la transformacién de cloroplastos de tabaco se determiné la integridad de
la construcciéon obtenida mediante mapeo de restriccién y secuenciacidon para descartar

posibles mutaciones introducidas durante la amplificacidn por PCR.
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Previo a la transformacidn de cloroplastos se realizé un ensayo preliminar de expresion
en E. coli transformadas con los vectores pBSW-utr/VP8d-Eq y pBSW-utr/BLSVP8d-Eq. La
expresion se verificé 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 ratén contra VP8* de rotavirus bovino, los
cuales cruzan parcialmente con la proteina VP8d-Eq dada su alta similitud de secuencia. De
esta manera pudo confirmarse la correcta construccidn de los vectores y la expresidon de VP8d-
Egq y BLSVP8d-Eq. En ninguno de los dos casos pudo detectarse la proteina recombinante
mediante tincion con Coomassie brilliant blue. En el caso de los western blots, VP8d-Eq pudo
detectarse correctamente y solo pudo detectarse una fraccién minoritaria con el tamafio
esperado para BLSVP8d-Eq. La mayoria de las proteinas reveladas mostraron un tamafio
menor que se correspondié con productos de degradacion en el citoplasma bacteriano (Figura

30).
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Figura 30. Analisis de la integridad y expresion 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 expresidon de VP8d-Eq.
(B) Western blot revelado con anticuerpos contra BLS para detectar la expresidon de BLSVP8d-
Eqg. Se incluyeron extractos obtenidos a partir de bacterias transformadas con la construccion
pBSW-utr/VP8* como control positivo y pBSW-utr/FLD, que expresa una proteina no
relacionada, como control negativo. Se indican en los margenes las posiciones de VP8*, VP8d-
Eg, BLSVP8d-Eq y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight
Marker, Promega).
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Transformacion de cloroplastos de tabaco con los vectores pBSW-utr/VP8d-Eq y pBSW-utr-
BLSVP8d-Eq

La obtencién de las lineas transplastomicas se realizdé mediante la técnica de
biobalistica 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
oligonucledtidos Cloro fw y Cloro rev. Sélo en las plantas en las que se produjo la integracién
de las secuencias recombinantes se obtuvo un producto de amplificacion de 1450 pb (Figura
31A y B). Se seleccionaron al menos 3 eventos de transformacién independientes para cada
construccién, los cuales fueron sometidos posteriormente a una caracterizacion mas

exhaustiva y posteriormente empleadas en los ensayos de inmunizacién.

Fragmentos de hojas de las lineas obtenidas fueron sometidos a dos rondas
adicionales de regeneracién en presencia del agente selector para garantizar la homoplastia.
Los brotes resultantes fueron finalmente rusticados y se desarrollaron con normalidad, no

pudiendo distinguirse fenotipicamente de plantas no transformadas (Figura 32).

La transmision del transgén se confirmd germinando las semillas obtenidas a partir de

las plantas transplastdomicas en presencia de espectinomicina. (Figura 32).
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Figura 31. Identificacién de las lineas transplastomicas mediante PCR. (A) Andlisis utilizando
los oligonucledtidos iniciadores Cloro Fw y Rev para confirmar la correcta integracion de los
transgenes. 1-4: lineas independientes. +: control positivo. WT: wild-type, control negativo. Se
incluye en los margenes la posicion del marcador de peso molecular (A DNA-BstEIl Digest, New
England Biolabs). (B) Esquema que muestra la zona de inserciéon por recombinacion en el
genoma plastidico. Se indican los oligonucleétidos empleados en la PCR, los cuales permiten la
amplificacion de un fragmento de 1450 pb solo en las plantas transplastémicas. El vector de
transformacion 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 recombinacidn, respectivamente. 5'psbA: secuencia no traducible y promotor
fuerte del gen psbA. trni/A y Ncol: sonda vy sitios de restriccion usados en los ensayos de
Southern blot, respectivamente.
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VP8d-Eq WT BLSVP8d-Eq
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espectinomicina

VP8d-Eq WT BLSVP8d-Eq

9 Semanas

Figura 32. Caracterizacion fenotipica de las plantas transplastémicas. Germinacién a los 12
dias post-siembra en presencia o ausencia del agente selector espectinomicina. Luego de
germinadas, las plantas crecieron en el invernadero y se registré el fenotipo a las 9 semanas
post-siembra.

Andlisis de la integracion del transgén y estado homopldstico

La insercion, estabilidad y homoplastia de los transgenes en el genoma plastidico de las
plantas germinadas en presencia de espectinomicina se realizé6 mediante Southern blot usando
una sonda dirigida contra la regién trni/A. De esta manera pudo confirmarse la correcta
integracion por recombinacién homdloga en todas las lineas analizadas. En todas las muestras
provenientes de plantas transplastdmicas pudo observarse una banda residual de tamafo
similar a la del control wild-type, la cual podria deberse a una fraccién minoritaria de
cloroplastos no transformados o a la presencia de fragmentos de ADN plastidico en el genoma

nuclear (Figura 33A).
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Andlisis de los transcriptos

El nivel de los ARN mensajeros conteniendo la secuencia codificante para BLSVP8d-Eq
o VP8d-Eq se analizé mediante la técnica de northern blot empleando una sonda contra VP8d-
Eq. Para ambas proteinas se detectaron 2 tipos de transcriptos principales que presentaron
tamafios similares a los esperados: un transcrito mdas abundante correspondiente al
monocistron generado a partir del promotor fuerte psbA y otro transcripto bicistrénico. El
monocistron se detectd con mayor intensidad en el caso de BLSVP8d-Eq. Por otro lado, no
pudo detectarse en ningln caso el transcripto policistrénico predicho de mayor tamaiio. En el
caso de la dltima muestra correspondiente a VP8d-Eq solo se detectd el monocistron mas
abundante debido a un problema con la cantidad de muestra sembrada en el gel, tal como se

evidencio a partir del control de carga (Figura 33C).

Los tamafios esperados para los transcriptos fueron de alrededor de: 1,2 y 0,7 para el
monocistron; 2,2 y 1,7 para el bicistrén; 3,8 y 3,3 para el policistron para BLSVP8d-Eq y VP8d-

Eq, respectivamente (Figura 33B).

La comparacién entre los transcriptos detectados, en el mismo ensayo y con diferentes
sondas, para BLSVP8-Bov (Figura 11C) y BLSVP8d-Eq (Figura 33C) permitid confirmar la
ausencia del policistron para esta Ultima muestra. El tamafio de los otros dos transcriptos fue

equivalente entre ambos tipos de muestra.
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Figura 33. Caracterizacion molecular de las plantas transplastomicas expresando VP8d-Eq y
BLSVP8d-Eq. (A) Southern blot revelado con una sonda contra trnl/A para confirmar la
insercién y homoplastia. Se indica en el margen la posicidon del marcador de peso molecular (1
KB, Invitrogen). (B) Mapa fisico mostrando los tamafios esperados para los distintos
transcriptos. I: policistrén (3,8 o 3,3 kpb), Il: dicistrén (2,2 o 1,7 Kpb), Ill: monocistrén (1,2 0 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: lineas independientes. WT: wild-type.
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Expresion de VVP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en plantas transplastomicas

La deteccion de las proteinas VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en las diferentes lineas
transplastomicas se realizé por la técnica de western blot a partir de extractos totales de
proteinas de hojas usando anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino. Pudieron evidenciarse
bandas diferenciales de aproximadamente 35 kDa y 19 kDa (segun se tratara de BLSVP8d-Eq o
VP8d-Eq, respectivamente) compatibles con los tamafios esperados. Estas bandas estaban
ausentes en el extracto obtenido a partir de hojas de una planta sin transformar. Se incluyd
como control positivo extracto de hojas de una planta transplastémica expresando VP8*. A
diferencia de lo observado en las bacterias, en el estroma del cloroplasto BLSVP8d-Eq presenté

el tamafio esperado y no se evidenciaron signos de protedlisis (Figura 34).
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Figura 34. Expresion de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en las diferentes lineas transplastomicas.
Western blot revelado con anticuerpos contra VP8* de rotavirus bovino, los cuales cruzan
parcialmente con VP8d-Eq, mostrando expresién de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en varias lineas
independientes para cada construccion. 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: lineas 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 proteinas recombinantes, se
obtuvieron extractos totales de proteinas de las mismas lineas transplastdmicas analizadas
previamente y se realizé la deteccion 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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estd compuesta por una mezcla de rotavirus enteros inactivados de equino H2 (G3P[12]), de
simio SA1l1 (G3P[2]) y bovino NCDV-Lincoln (G6P[1]), los anticuerpos fueron capaces de
reconocer no solo VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq (ya que ambas proteinas 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 mas, los tamafos fueron los esperados y se observaron bandas diferenciales, las
cuales estuvieron ausentes en el extracto correspondiente a una planta no transformada. El
revelado permitid evidenciar otras bandas no especificas presentes en el todas las muestras.
Tampoco en este caso pudo observarse protedlisis significativa. En el caso de las fusiones a BLS
se observd una banda tenue que podria corresponder a una fraccion minoritaria de VP8d sin
su companero de fusidn (Figura 35). A partir de este ensayo, se decidid continuar empleando
anticuerpos contra VP8* de rotavirus equino en los andlisis subsiguientes de las plantas

transplastomicas.
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Figura 35. Expresion de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en las diferentes lineas transplastémicas.
Western blot revelado con una mezcla de anticuerpos contra rotavirus equino, bovino y de
simio mostrando expresion de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en varias lineas independientes para
cada construccion. 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: lineas 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.

Andlisis de la solubilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en extractos de hojas de plantas

Se analizé la solubilidad de las proteinas recombinantes en extractos de hojas frescas
de tabaco. Tanto VP8d-Eq como BLSVP8d-Eq se encontraron de manera estable vy

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 tincidn
por Coomassie brilliant blue como por western blot. En el caso de la liofilizacién, este proceso
produjo una disminucién del contenido proteico propio de las hojas y trajo asociado, en
consecuencia, un aumento en la concentracién de las proteinas recombinantes, dada la
estabilidad de BLSVP8d-Eq y VP8d-Eq. Es por esto que en los extractos de hojas liofilizadas fue
mas facil evidenciar las bandas diferenciales por tincién con Coomassie brilliant blue (Figura

37).
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Figura 36. Andlisis de la solubilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en extractos obtenidos a partir
de hojas frescas. (A) Gel SDS-PAGE 15% tefiido 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 margenes 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. Andlisis de la estabilidad y solubilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en extractos
obtenidos a partir de hojas liofilizadas. (A) Gel SDS-PAGE 15% tefido 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 transplastomicas y no transformadas, respectivamente. Se
indican en los margenes 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. Andlisis 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% tefido
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 margenes 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 proteinas recombinantes de manera
simplificada que no requiriera frio, se repitié el analisis de solubilidad luego de un mes de
almacenamiento de las mismas muestras liofilizadas a temperatura ambiente. El patron de
solubilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq permanecid inalterado, manteniéndose ambas proteinas

recombinantes en su forma mayoritaria soluble (Figura 38).
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Acumulacion y estabilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq a lo largo del desarrollo de las plantas
transplastomicas

Con el objeto de analizar la estabilidad de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq, se analizé su

expresién en extractos obtenidos a partir de hojas de diferentes edades de una misma planta.

En el caso de VP8d-Eq la proteina recombinante se acumuld rapidamente en las hojas
jévenes y mostré ser estable tanto en hojas maduras como en hojas senescentes, no
evidencidandose en ningun caso protedlisis significativa. Los mayores niveles de expresion
fueron, por tanto, observados en las hojas de mayor edad en las que, debido a la senescencia,

gran parte del contenido proteico enddgeno de la hoja resulté degradado (Figura 39).

En el caso de BLSVP8d-Eq la proteina recombinante no se acumuld tan rdpidamente.
La misma no pudo ser detectada en las hojas mas jévenes. En su lugar, se registré una
acumulacién gradual con la edad, observandose los mayores niveles de expresién en hojas

maduras y mas viejas (Figura 40).

En ambos casos pudieron observarse bandas diferenciales en los geles tefidos con
Coomassie brilliant blue y los ensayos de western blot confirmaron la identidad de las mismas.
En el caso de VP8d-Eq se tratd mas bien de una banda de intensidad diferencial respecto al

control no transformado (Figuras 39 y 40).
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Figura 39. Caracterizacion de la acumulacion de VP8d-Eq a lo largo del desarrollo de una
planta transplastomica. (A) Gel SDS-PAGE 15% tefiido 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 margenes. (C) Planta
utilizada en el estudio. Las hojas fueron numeradas de acuerdo a su edad desde el apice a la
base, siendo la mds joven la primer hoja completamente expandida. WT: wild-type.
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Figura 40. Caracterizacion de la acumulacion de BLSVP8d-Eq a lo largo del desarrollo de una
planta transplastomica. (A) Gel SDS-PAGE 12,5% tefiido 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 margenes.
(C) Planta utilizada en el estudio. Las hojas se numeraron segln su edad desde el apice a la
base, siendo la mas joven la primer hoja completamente expandida. WT: wild-type.

Determinacion de los niveles de expresion de VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq en hojas de plantas
transplastomicas

Una vez conocido el perfil de acumulacién y estabilidad de ambas proteinas
recombinantes a lo largo del desarrollo de una planta se procedid a cuantificar sus niveles de

expresion.

Mediante la técnica de Bradford se determind la cantidad de proteinas solubles totales
en extractos obtenidos a partir de hojas maduras (Figuras 41C y 42C), tanto en el caso de las
plantas transplastémicas que expresan VP8d-Eq como BLSVP8d-Eq. Luego, se analizaron los

niveles de expresion de las proteinas recombinantes mediante densitometria en geles de
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poliacrilamida comparando contra una curva estandar realizada con albimina sérica bovina

(BSA).

La cuantificaciéon se llevd a cabo en una primera instancia a partir de hojas frescas. Al
mismo tiempo se procedid a la liofilizacidn del material remanente proveniente de la misma
hoja analizada. Una vez finalizado este proceso se realizé una cuantificacién adicional
equivalente a partir de las hojas liofilizadas. En ambos casos se observd un aumento en los
niveles de expresion producido por la disminucion del contenido proteico enddgeno de la hoja

(Figuras 41y 42).

Los niveles cuantificados para VP8d-Eq fueron de alrededor de:

-Hoja Fresca: 1,85% de Proteina Soluble Total (PST) o 54 ug/g Tejido Fresco (TF) (Figura
41A).

-Hoja Liofilizada: 2,22% de Proteina Soluble Total (PST) o 585,40 ug/g Tejido Liofilizado
(TL) (Figura 41B).

Los niveles cuantificados para BLSVP8d-Eq fueron de alrededor de:

-Hoja Fresca: 4,33% de Proteina Soluble Total (PST) o 401 ug/g Tejido Fresco (TF)
(Figura 42A).

-Hoja liofilizada: 8,68% de Proteina Soluble Total (PST) o 3,86 mg/g Tejido Liofilizado
(TL) (Figura 42B).
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A
VP8d-E
WT |Soluble BSA
ug Proteina Soluble 372 232 93 2,25 15 0,75 0,38 0,25
mg Tejido Fresco 33 11,85 7,41 3,18
100 kDa >

75 kDa >

50 kDa > <Rbel

35kDa > C

25kDa > %

<VP8d-Eq

15 kDa >

B
WT |vpsd-E
Fresca Lﬂmza:}o BSA
Mg Proteina Soluble 243 16,2 81 1,5 0,75 0,38 0,25 0,19
mg Tejido 2,5 0,92 0,61 0,31
\
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<VP8d-Eq

15 kDa >

Figura 41. Cuantificacion de VP8d-Eq soluble en extractos obtenidos a partir de hoja fresca 'y
liofilizada. (A) y (B) Geles SDS-PAGE 15% tefidos con Coomassie brilliant blue en los que se
sembraron diferentes cantidades de proteinas solubles totales de una hoja transplastémica de
edad avanzada fresca o liofilizada, respectivamente. Se cuantificé6 VP8d-Eq contra curvas de
calibracion construidas con BSA. Se utilizaron extractos wild-type como control. Se indican las
posiciones de VP8d-Eq, la subunidad mayor de RuBisCo (RbclL) y el marcador de peso
molecular (Broad Range Protein Molecular Weight Marker, Promega) en los margenes. (C) La
flecha indica la hoja utilizada en ambos estudios.
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A
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Figura 42. Cuantificacion de BLSVP8d-Eq soluble en extractos obtenidos a partir de hoja
fresca y liofilizada. (A) y (B) Geles SDS-PAGE 15% tefiidos con Coomassie brilliant blue en los
que se sembraron diferentes cantidades de proteinas solubles totales de un hoja
transplastdomica de edad avanzada fresca o liofilizada, respectivamente. Se cuantificé BLSVP8d-
Eq contra curvas de calibracién 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
margenes. (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 transplastéomicas

Se decidid utilizar el mismo modelo de gallinas ponedoras validado con anterioridad
para el caso de BLSVP8d-Bov para evaluar la inmunogenicidad de las proteinas recombinantes
VP8d-Eq y BLSVP8d-Eq producidas en plantas transplastdmicas. Los animales recibieron tres
dosis conteniendo 2 pg de VP8d-Eq o 3,83 pg de BLSVP8d-Bov (de los cuales 2 pug
correspondieron a VP8d) en los dias 0, 30 y 75. Luego de transcurrida una semana de la ultima
inmunizacion se recolectaron los huevos aproximadamente cada 7 dias 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 decidid emplear el mismo protocolo de ELISA adsorbiendo
VP8* de rotavirus bovino a las placas para detectar la presencia de anticuerpos IgY especificos
contra VP8d-Eq y BLSVP8d-Eg. La sensibilidad de este protocolo no fue suficiente para
comparar con claridad la presencia de anticuerpos especificos 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 resultd factible llevar a cabo
un ensayo de ELISA mas adecuado que permitiera extraer resultados concluyentes. Es por este
motivo que se decidid realizar directamente un ensayo de neutralizacién viral in vitro para
detectar anticuerpos IgY neutralizantes especificos en yema de huevo capaces de inhibir la
infeccidn por rotavirus equino. Al momento de redaccién de la presente tesis estos ensayos,
utilizando las fracciones de yema de huevo obtenidas a partir de la inmunizacién con extractos

solubles de hoja fresca y liofilizada, se encuentran aun en curso.

Colecta de huevos 0 87 94103
: I L1l P Dias
2 ug VP8d-Eq o 3,83 pug BLSVP8d-Eq / Dosis 0 30 75
1 Dosis 292 Dosis 3" Dosis

Figura 43. Esquema empleado para los ensayos de inmunizacion con extractos de proteinas
de plantas transplastémicas.
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PARTE Ill Utilizacion y evaluacion del gen de flavodoxina de Anabaena sp. como nuevo
selector para la transformacion de plastidos.

Introduccidn

Las ferredoxinas (Fd) son pequefias proteinas (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 proteinas constituyen el
transportador movil de electrones de menor potencial mds importante de los cloroplastos,
derivando los equivalentes de reduccién 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 | y transfieren los electrones a varias enzimas involucradas en
diversas vias 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
fijacién de CO2 y otras rutas metabdlicas) (Carrillo and Ceccarelli, 2003), nitrito reductasa y
sulfito reductasa (para la asimilacién de nitrégeno y azufre) (Hase et al., 2006), glutamato
sintasa y desaturasa de acidos grasos (para la sintesis de aminoacidos y acidos grasos,
respectivamente). Ademas, 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 reduccién de enzimas clave para el ciclo de Calvin, la lanzadera de
malato y otros procesos metabdlicos y disipativos (Balmer et al., 2003)(como la regeneracion
de antioxidantes como el ascorbato y peroxirredoxinas)(Dietz et al., 2006; Miyake and Asada,
1994). Las Fd también participan de reacciones de flujo ciclico de electrones para disipar los
equivalentes de reduccién generados excesivamente por la cadena de transporte de
electrones bajo situaciones fisioldgicas y de estrés para evitar la formaciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que resultan extremadamente dafiinas para la célula (Figura
44)(Shikanai, 2007). Muchas de estas funciones también estan presentes en algas eucariotas y
cianobacterias, las cuales estan 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 bioticos y abidticos, que causan acumulacién 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 vias metabdlicas

centrales del cloroplasto, y al disminuir su concentracion se ve afectada la viabilidad celular.
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Como resultado se observa un arresto del crecimiento, una menor tasa fotosintética y de
asimilacion de CO2 y una distribucién alterada de los equivalentes de reduccién (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 mds tolerantes a distintos tipos de estrés por
sobreexpresidon de una Fd recombinante dirigida a cloroplastos no han resultado exitosos ya
que la expresién del transgén también resulta afectada en presencia de estrés oxidativo

(Ceccoliet al., 2011).

En respuesta a la disminucién de los niveles de Fd en situaciones de estrés, las
cianobacterias y algunas algas eucariotas han desarrollado mecanismos de adaptacién
mediante un amento marcado en la expresidon de otra proteina soluble y pequefia (19 kDa),
denominada flavodoxina (FLD), que utiliza una molécula de flavina mononucledtido como
grupo prostético y que cumple una funcidn 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 reduccién de Ferredoxina-NADP+ Reductasa y la fijacidn
de nitrégeno 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 algin momento durante la evolucién de las algas verdes a las plantas
vasculares) estas proteinas 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 sequia, altas intensidades luminicas, calor, frio,
radiacion UV, salinidad, el herbicida metil violdgeno (generador de estrés oxidativo) y otros
compuestos propagadores de superodxidos, escases de hierro, presencia de derivados de
nitrotolueno o xenobidticos hasta muerte celular inducida por patégenos (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
acumulacidn significativamente mayor de ROS y presentaron dafio celular, clorosis, arresto del
crecimiento e inhibicion de la fotosintesis y otras rutas metabdlicas. (Tognetti et al., 20073;
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 fenotipicos
adversos ocasionados por la expresion del transgén en ausencia de estrés (Tognetti et al.,
2006; Tognetti et al., 2007b; Zurbriggen et al., 2009). Cabe destacar que los grados de

compensacién fenotipica observados estuvieron estrechamente relacionados con la cantidad
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de FLD que se expresé y acumuld en los cloroplastos (Tognetti et al., 2007a; Zurbriggen et al.,

2008).

En experimentos posteriores realizados por nuestro grupo en colaboracién 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 expresé la
proteina FLD desde el genoma nuclear (solo cuando es redirigida a cloroplastos y no en el
citosol) o plastidico (empleando nuestro vector pBSW5 UTRFId portando al gen que codifica la
proteina FLD). Una vez mds, 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 proteina FLD de
cianobacterias estd libre de regulacién enddgena, que puede sustituir funcionalmente a la
proteina FD in vivo (manteniendo asi la homeostasis rédox y previniendo la acumulacion de
ROS) vy que la tolerancia a diversos tipos de estrés que esta confiere podria ser aprovechada

como sistema de seleccidn alternativo a los tradicionales basados en el uso antibidticos.

Hasta el momento, el gen mas eficiente y cominmente empleado como selector para
la transformacidn de cloroplastos es el gel aadA (aminoglucdsido 3”-adenil transferasa), el cual
confiere resistencia a los antibidticos espectinomicina y estreptomicina (los cuales se unen
irreversiblemente al RNA ribosomal 16S de la subunidad 30S del ribosoma e impiden la sintesis
proteica) (Day and Goldschmidt-Clermont, 2011; Goldschmidt-Clermont, 1991). Dado el origen
evolutivo de los cloroplastos, las secuencias regulatorias que controlan la expresién de este
gen son reconocibles por la maquinaria transcripcional y traduccional procariota. Esta
caracteristica, sumada a la gran cantidad de copias de genoma de cloroplasto que existe en
una célula transformada (hasta 10.000 copias por célula), incrementaria el riesgo potencial de
transferencia horizontal de este gen de resistencia a antibidtico desde las plantas a las
bacterias presentes en el medioambiente o incluso en el intestino luego de su consumo. Esta
resistencia podria ser luego transferida facilmente a otras bacterias patogénicas dando lugar a
cepas superresistentes (Ceccherini et al., 2003; Day and Goldschmidt-Clermont, 2011;
Dufourmantel et al., 2007; lamtham 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; Wogerbauer, 2007), la eliminacién o reemplazo de estos genes de

resistencia por otros basados en genes de plantas facilitaria el proceso regulatorio para la
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aprobacion y liberacion de una planta transplastdmica al medio ambiente (Breyer et al., 2014;

Day and Goldschmidt-Clermont, 2011; EC, 2013; EFSA, 2004; EU, 2001).

Teniendo todo esto en cuenta, se decidio evaluar el uso del gen de flavodoxina (fld) de
Anabaena sp. como gen selector y utilizar el herbicida metil violégeno, que genera estrés
oxidativo por la produccion radicales superdxido (Babbs et al., 1989), y al cloruro de sodio, que

genera estrés salino, como agentes selectores.
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Figura 44. Mecanismo de proteccion de FLD en cloroplastos. Frente a una situacién de estrés
ambiental disminuyen los niveles de FD y se induce la expresion de FLD. Los electrones
generados por la cadena de transporte de electrones fotosintética pueden ser transmitidos
desde Fd o FId 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
estimulacién del ciclo de Calvin, peroxirredoxinas (Prx), la lanzadera de malato y otras rutas
metabdlicas. Se muestra también la transferencia de electrones a la Ferredoxina-NADP+
Reductasa (FNR) y al ciclo de regeneracién de ascorbato. ASC: ascorbato; Cyt: citocromo; DHA:
dehidroascorbato; FBPase: fructosa-1,6-bisfosfatasa; F1,6BP: fructosa-1,6-bisfosfato; F6P:
fructosa 6-fosfato; G3P: gliceraldehido 3-fosfato; GSH y GSSG: glutatién reducido y oxidado;
MDHA: monodehidroascorbato; NADP-MDH: malato deshidrogenasa dependiente de
NADP(H); OAA: acido oxalacético; PC: plastocianina; PRK: fosforibuloquinasa; PSI and PSlI:
fotosistemas | y Il; 4Q: plastoquinona; R5P: ribulosa 5-fosfato; R1,5BP: ribulosa-1,5-bisfosfato;
SOD, superoxido dismutasa. Adaptado de (Tognetti et al., 2006).
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WT pflds-8

Figura 45. Tolerancia frente a estrés de plantas transgénicas expresando la proteina
flavodoxina (FLD) de cianobacteria redireccionada al estroma de cloroplasto. (A) Plantas
creciendo en hidroponia expuestas a estrés oxidativo por metil violégeno. Adaptado de
(Tognetti et al., 2006). (B) Plantas sometidas a estrés hidrico durante 3 dias. 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 lll

Transformacion de cloroplastos de tabaco con el vector pBSW-utr/FLD

El vector de transformacion pBSW-utr/FLD fue obtenido previamente en nuestro
laboratorio por la Dra. Maria Eugenia Segretin. La secuencia del mismo se chequed por
secuenciacion. Previo a la transformacién de cloroplastos, realizada de novo durante la
presente tesis, se corrobord la integridad del vector mediante mapeo de restriccidon y
expresion 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 proteina recombinante no pudo detectarse mediante tincién
con Coomassie brilliant blue, el revelado con el anticuerpo mostré una banda diferencial del
tamanfio esperado para FLD corroborando la integridad y correcta expresidon a partir del vector
(Figura 46).

A FLD - B FLD -

150 kDa >
75 kDa >

150 kDa >
75 kDa >
50 kDa > 50 kDa >

35 kDa > 35 kDa >

25 kDa > 25 kDa >

<FLD

15 kDa > 15 kDa >

10 kDa > 10 kDa >

Figura 46. Analisis de la integridad y expresion del vector pBSW-utr/FLD en E. coli. (A) Gel
SDS-PAGE 15% tefiido con Coomassie brilliant blue. (B) Western blot revelado con anticuerpos
contra FLD. Se incluyd un extracto obtenido a partir de bacterias transformadas que expresan
una proteina no relacionada (VP-BGUS, 72 kDa) como control negativo. Se indican en los
margenes las posiciones de FLD y el marcador de peso molecular (Broad Range Protein
Molecular Weight Marker, Promega).

Se obtuvieron varias lineas transplastomicas mediante la técnica de biobalistica
empleando la construccion pBSW-utr/FLD. La identidad de los brotes regenerados en
presencia del agente selector fue determinada por PCR empleando los oligonucleétidos Cloro
fw y Cloro rev. Algunos de los brotes obtenidos fueron escapes wild-type (presentaron
mutaciones espontdneas en el ARN ribosomal 16S que les confirieron resistencia frente al
antibidtico espectinomicina) y por lo tanto no mostraron amplificacion durante la PCR (Figura

47) (Svab et al., 1990).
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Las plantas heteropldsticas obtenidas luego de una Unica ronda de regeneracion
(heteroplasticas) y confirmadas por PCR fueron analizadas de manera adicional mediante SDS-
PAGE y western blot. Pudo determinarse la correcta expresiébn en estas plantas,
evidenciandose una banda diferencial correspondiente a FLD tanto por tincion con Coomassie

brilliant blue como por revelado por western blot usando anticuerpos contra FLD (Figura 48).

A FLD

WT o+ 1 2 3 4 5
1,9 kb>
1,4 kb>
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m trnl { tmA H m23 |——
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N P> aaoa |{5pson> I RFR

Figura 47. Identificacidn de las lineas transplastémicas por PCR. (A) Analisis por PCR con los
oligonucledtidos iniciadores Cloro Fw y Rev para confirmar la correcta integracién de los
transgenes. 1,2, 4-9: lineas independientes. 3, 10 y 11: escapes mutantes no transplastémicos.
WT: wild-type, control negativo. Se incluyé como control positivo una muestra de una planta
transplastomica expresando VP8*. Se incluye en los margenes la posicion del marcador de
peso molecular (A DNA-BstEIll Digest, New England Biolabs). (B) Esquema que muestra la zona
de insercion por recombinacion en el genoma plastidico. Se indican los oligonucledtidos
empleados en la PCR, los cuales permiten la amplificacion de un fragmento de 1450 pb solo en
las plantas transplastomicas. LFR y RFR: flancos izquierdo y derecho de recombinacion,
respectivamente. 5'psbA: secuencia no traducible y promotor fuerte del gen psbA.
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Figura 48. Expresion de BLSVP8d-Bov en las diferentes lineas transplastomicas. (A) Gel SDS-
PAGE 15% tefiido con Coomassie brilliant blue mostrando la expresion de FLD. 1-7, 9: lineas
independientes. 10: escape mutante no transplastomico. (B) Western blot revelado con
anticuerpos contra FLD. Se indica la posicidon de FLD y RbcL. En ambos casos se incluyé 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
margenes 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 heteroplasticas
empleadas en los ensayos.

Para algunas curvas de regeneracién posteriores se decidid usar fragmentos de hoja
obtenidos a partir de plantas heteroplasticas generadas durante el desarrollo de esta tesis.
Estas plantas constituyeron una primera aproximacién que permitié evaluar si en efecto las
plantas que portaban el gen de flavodoxina eran capaces de regenerar en presencia del agente
selector en cuestion. Al ser heteropldsticas no todas las copias de ADN del cloroplasto
presentaron integrado el transgén, situacidon que se asemejaria a la de brotes recientemente
regenerados en un esquema de seleccién por estrés abidtico. Algunas de estas plantas
heteroplasticas 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 lineas heteroplasticas se sometieron a dos rondas adicionales de regeneracion,
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 confirmd la estabilidad y transmision del transgén (Figura 49). Tal como se
describié en trabajos anteriores, las plantas transplastémicas 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 transmisién del transgén de flavodoxina. Se muestra la capacidad de
semillas de algunas de las lineas 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 regeneracion de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana en presencia de Metil
Violégeno

Se pretendié determinar la concentraciéon minima de metil violédgeno, agente causante
de estrés oxidativo, que impide la regeneracién 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 sabia que el agregado de
metil violégeno en altas concentraciones en las placas conteniendo medio de regeneracién no
era suficiente para producir estrés. Es por ello que se decidid adoptar una estrategia que

permitiera el ingreso del agente estresante dentro de las hojas. En una primera instancia se
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realizd la inmersidn de los explantos en una solucidn conteniendo medio de cultivo
concentrado o diluido y metil violdgeno y se aplicd vacio para forzar la entrada del agente
causante de estrés en el tejido. Alternativamente, en una estrategia menos agresiva, se realizd
una inmersion simple de los explantos en medio de cultivo concentrado o diluido conteniendo
el agente estresante, esta vez sin aplicar vacio y durante tiempos mds prolongados en
oscuridad. Esto se realizd para dismunir la exposiciéon al estrés oxidativo ya que la luz

contribuye a la generacién de equivalentes de reduccién y produccién de ROS).

Sin importar la forma de exposicidn inicial a estrés oxidativo, y por mds que la misma
haya sido leve, el metil violégeno ocasiond un gran estrés y dafio a explantos de hoja sin

transformar. La mayor parte del dano ocurrié dentro de la primera semana luego de colocar

los fragmentos de hojas en las placas con medio de regeneracion y metil violégeno. Se observd
muerte generalizada de los fragmentos de hoja en todas las concentraciones ensayadas, desde
0,5 uM hasta 1,5 uM. (Figuras 50, 51 y 52). En el caso de la permeabilizacién mediante vacio,

no se observaron diferencias al emplear medio liquido diluido o concentrado (Figura 51).

Uno de los problemas encontrados con las metodologias empleadas fue que la
permeabilizacion del metil violdgeno en todo el tejido no fue lo suficientemente homogénea.
Aun a concentraciones del compuesto suficientes para producir la muerte de los fragmentos,
existieron pequefias zonas con menor permeabilizacién que fueron capaces de sobrevivir y
regenerar dando un elevado nimero 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 regeneracion, tal como se observd en los controles de

regeneracioén sin metil violégeno. (Figura 53).
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0,5 uM 0,75 uM 1,25 pM 1,5 UM

; \/ .
t, A

Figura 50. Regeneracion de explantos sin transformar en placas conteniendo hormonas y distintas concentraciones de metil violégeno
(uM), luego de infiltracion por vacio del agente estresante a concentraciones equivalentes. to: inicio, ti1: 4 dias, t,: 38 dias.
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A MS Concentrado B MS Diluido
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Figura 51. Regeneracion de explantos sin transformar en placas conteniendo hormonas y distintas concentraciones de metil violégeno
(nM), luego de distintas formas de infiltracion por vacio del agente estresante a concentraciones equivalentes. (A) Infiltracion en medio
de cultivo liquido concentrado. (B) Infiltracion en medio de cultivo liquido diluido. to: inicio, t1: 4 dias, t,: 38 dias.
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Figura 52. Regeneracion de explantos sin transformar en placas conteniendo hormonas y distintas concentraciones de metil violégeno (uM),
luego de inmersidn en una solucidn conteniendo el agente estresante a concentraciones equivalentes. to: inicio, ti1: 4 dias, t;: 39 dias.
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+Vacio -Vacio Inmersiéon

Figura 53. Controles de permeabilizacion y posterior regeneracion de explantos sin
transformar. Se muestran los efectos de la permeabilizacion por vacio o inmersiéon en
comparacion con un control no tratado. to: inicio, t1: 7 dias, t2: 31 dias.
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Curvas de regeneracion de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana en presencia de Cloruro de
Sodio

Ademds de los experimentos de regeneracién en presencia de estrés oxidativo
empleando metil violégeno como agente selector se decidié emplear una estrategia
alternativa y evaluar la regeneracion en presencia de estrés salino producido por cloruro de

sodio (NaCl).

En el caso del cloruro de sodio, se evidencid un claro gradiente de regeneracion
dependiente de la concentracion 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 concentracién mayor (300 mM) incluso
pudieron observarse signos de muerte de los explantos (Figura 54). En base a estos resultados
se refind la curva de regeneracion, haciéndose un andlisis mds minucioso de la regeneracién
en concentraciones de NaCl de hasta 150 mM. Se observaron brotes discretos en relacion
inversamente proporcional a la concentracidon de la sal y se establecié que a partir de Ia
concentracion limite de 115 mM de NaCl los explantos fueron incapaces de regenerar (Figura

55).

Por otro lado, en otra instancia se evalud la regeneracion de fragmentos de hojas
(obtenidas a partir de plantas transplastémicas heteroplasticas) que expresaban flavodoxina
en presencia de concentraciones de NaCl iguales o superiores a 150 mM. Las plantas que
expresan flavodoxina fueron claramente mas tolerantes a la sal. A las concentraciones en las
que anteriormente no se observd regeneracion de brotes wild-type, los explantos que
expresaban flavodoxina fueron capaces de regenerar. Los fragmentos evidenciaron signos de
tolerancia y regeneracién incluso en concentraciones de 250 y 300 mM de sal. Sin embargo, en
presencia de sal en lugar de obtenerse brotes discretos la regeneracidon 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 continuacién se procedio a la regeneracion en paralelo de fragmentos de hojas wild-
type y heteroplasticos expresando flavodoxina. Se probaron concentraciones entre 115 mM (el
limite 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 regeneracidn con respecto a las plantas wild-type, tanto

en presencia como en ausencia de sal (Figuras 57 y 58). Una vez mds, en ausencia de sal ambos

83



Resultados: Parte Ill

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 regeneracion
algo mas eficiente de brotes discretos a partir de fragmentos expresando flavodoxina, esta
regeneraciéon resulté comprometida por la aparicion de algunos brotes a partir de los

fragmentos wild-type sometidos al mismo tratamiento (Figura 57).
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Figura 54. Regeneracion de explantos de tabaco no transformados en placas conteniendo hormonas y distintas concentraciones (mM) de
cloruro de sodio (NaCl). Las flechas indican la presencia de varios brotes discretos en presencia de NaCl. to: inicio, t1: 39 dias. WT: wild type.
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Figura 55. Refinamiento de la regeneracion de explantos de tabaco no transformados en placas conteniendo hormonas y distintas
concentraciones (mM) de cloruro de sodio (NaCl). Las flechas indican la presencia de varios brotes discretos en presencia de NaCl. to: inicio, ti:
37 dias. WT: wild type.
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150 mM 175 mM 200 mM 250 mM 300 mM

Figura 56. Regeneracion de explantos de tabaco heteroplasticos, transformados con el gen de flavodoxina, en placas conteniendo hormonas

y distintas concentraciones (mM) de cloruro de sodio (NaCl). Las flechas indican solo algunas de las zonas de regeneracién en forma de callo en
presencia de NaCl. to: inicio, t1: 35 dias. FLD: explantos expresando flavodoxina.
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Figura 57. Regeneracion en simultdneo de explantos de tabaco no transformados y transformados con el gen de flavodoxina
(heteroplasticos), en placas conteniendo hormonas y distintas concentraciones (mM) de cloruro de sodio (NaCl). Las flechas indican la
presencia de brotes discretos en presencia de NaCl. Se registrd la regeneracién de brotes a los 31 dias. WT: wild type. FLD: explantos expresando

flavodoxina.
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WT ‘ ’

FLD . .
Figura 58. Regeneracion diferencial de explantos WT y transplastomicos (heteroplasticos)
expresando flavodoxina luego de 6 dias en placas conteniendo hormonas en ausencia de sal.
La regeneracion mas temprana en el caso de los explantos expresando flavodoxina se

evidencié por un oscurecimiento mas rdpido de los mismos. WT: wild-type. FLD: explantos
expresando Flavodoxina.
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Discusion

La transformacién del genoma de cloroplasto para la expresion de proteinas
recombinantes es un sistema que presenta numerosas ventajas. Resultan de particular interés
los bajos costos de produccion, la facilidad del escalado, los altos niveles de expresién que
suelen obtenerse y que simplifican y abaratan los protocolos de inmunizacién, la ausencia de
patdgenos animales o toxinas, la capacidad para introducir modificaciones post-
traduccionales, la formacidn 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 ultimos afnos numerosos estudios han reportado la liofilizacién de hojas
transplastdmicas que expresan antigenos vacunales o productos biofarmacéuticos, proceso
gue permite reducir aun mas los costos y facilita el almacenamiento, procesamiento y
purificacién, dando como resultado protocolos de inmunizacién mas simples y econdmicos
(Rosales-Mendoza, Alpuche-Solis et al. 2009; Soria-Guerra, Alpuche-Solis 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 reportd por primera vez la produccién
exitosa de plantas transplastomicas de tabaco que expresan fusiones recombinantes del
adyuvante BLS (proteina decamérica altamente inmunogénica proveniente de Brucella spp.) a
antigenos de interés veterinario. Los antigenos expresados permitieron generar vacunas

experimentales a subunidad que fueron evaluadas en un modelo animal de gallinas ponedoras.

En nuestro laboratorio se habian producido recientemente plantas transplastomicas
expresando la proteina VP8* de rotavirus bovino C486, la cual constituye un blanco
interesante para el desarrollo de vacunas ya que estd involucrada en la infectividad vy
capacidad de generar anticuerpos neutralizantes contra el rotavirus. No solo este antigeno
expresado en plantas resulté inmunogénico y protectivo en un modelo de ratén lactante sino
que también sus niveles de expresion y estabilidad demostraron ser compatibles con la
produccién masiva a bajo costo (Lentz, 2011; Lentz et al., 2011). Basandonos en este trabajo
previo, durante la primera etapa de esta tesis pudieron obtenerse plantas de tabaco
transplastdomicas expresando BLSVP8d-Bov, una fusién a BLS de VP8d (un fragmento mds corto
de la proteina VP8*) de rotavirus bovino C486. Dado que esta proteina de fusidn ya habia sido
producida con éxito en un sistema bacteriano y sus propiedades inmunomodulatorias ya se
habian demostrado oportunamente en un modelo de ratén 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 demostré que BLSVP8d-Bov se expresd de manera soluble y en muy altos niveles en
plantas, representando al menos el 40% del contenido de proteinas solubles totales (PST) de la
hoja o0 4,85 mg/g tejido fresco (TF). Estos niveles estan aproximadamente un orden por encima
a los niveles obtenidos con plantas transplastomicas expresando VP8* de rotavirus bovino
utilizando el mismo vector de transformacién(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 Virologia, CICV y A. INTA-Castelar) mediante expresidn 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 acumulé rapidamente en hojas
jévenes y permanecid estable en hojas maduras y senescentes (Lentz et al., 2011). Al ser
estable y dado que el contenido de RuBisCo y otras proteinas disminuye durante proceso de
senescencia, BLSVP8d-Bov se fue concentrando a medida que la hoja se hacia mas vieja. Esto
significd que los niveles de expresion de BLSVP8d-Bov en hojas mds viejas fueron ain 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 observd un patrén
acrecentado de degradacion del contenido proteico propio de la hoja wild-type, hecho que
contribuyd a concentrar mas todavia a la proteina recombinante. Su estabilidad fue tal que no
solo permanecid soluble y estable en extractos obtenidos a partir de hojas frescas vy
congelados durante tiempo prolongado a -70 °C, sino que también presentd este
comportamiento en el caso de extractos obtenidos a partir de hojas liofilizadas luego de su
almacenamiento durante un mes a temperatura ambiente. Esta uUltima propiedad permitiria
reducir costos al eliminar la necesidad de mantener la cadena de frio durante el
almacenamiento, transporte y la administracion del antigeno vacunal. Ademas, los altos
niveles de expresion obtenidos facilitarian en gran medida, de ser necesaria, su separacion de

las proteinas propias de la planta (Kwon and Daniell, 2015; Kwon et al., 2013b; Su et al., 2015).

Nuestro grupo habia demostrado previamente la capacidad de tabaco transplastomico
para producir altas cantidades de proteinas recombinantes sin observar efectos fenotipicos
adversos. Tal fue el caso del antigeno peptidico VP1 del virus de la fiebre aftosa (VFA)
fusionado a la enzima B-glucuronidasa, en el cual el nivel de expresidon (51% de PST) fue

claramente mayor al de la proteina mas 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 transplastdmicas fueron iguales o ain mayores a los de la subunidad mayor
de rubisco, dependiendo de la edad de la hoja seleccionada. A pesar de los altos niveles de
expresion, las plantas transplastdmicas y las wild-type fueron fenotipicamente indistinguibles
entre si. En esta primera instancia, el drastico incremento en los niveles de expresién de
BLSVP8d-Bov respecto a VP8* no pudo ser atribuido Unicamente a la fusién a BLS ya que VP8d-
Bov es al menos un tercio mas pequefia que VP8*, presentando extremos amino y carboxi-
terminales mas cortos (Lentz et al., 2011). Sin embargo, la fusidén 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 fusion en hojas frescas y
liofilizadas, la formacidn de los decdmeros de BLSVP8d-Bov podria llegar a explicar la mayor

estabilidad y acumulacion.

Dado que los cloroplastos derivan evolutivamente de bacterias, ambos presentan una
magquinaria transcripcional y traduccional similar. Aprovechando este hecho, se realizd un
analisis preliminar de expresién a partir del vector de transformacién en E. coli. Sin embargo,
este modelo procariético no proporciond una buena prediccion respecto a la acumulacion y
estabilidad de BLSVP8d-Bov. Esta proteina se expresé también en muy altos niveles en bacteria
pero lo hizo casi exclusivamente en forma de cuerpos de inclusién. VP8* también se habia
expresado mayoritariamente como cuerpos de inclusién tanto en bacteria como en
cloroplastos (Lentz, 2011; Lentz et al., 2011). Llamativamente, y a pesar de los altos niveles de
expresion 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 fusidn a BLS debido a que VP8* y VP8d-Bov diferian en
longitud de secuencia. No obstante, la naturaleza multimérica de BLS no parece haber ido en

detrimento de la solubilidad de la fusion.

El trabajo realizado durante esta tesis también demostré que extractos solubles no
purificados obtenidos a partir de hojas transplastomicas frescas o liofilizadas expresando
BLSVP8d-Bov indujeron anticuerpos IgY neutralizantes especificos, tal como pudo evidenciarse
por ensayos de ELISA y neutralizacién viral in vitro. Una vez mas, los niveles de
inmunogenicidad y neutralizacién 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).
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En contraste, la administracidon de hojas secadas artificialmente fue incapaz de inducir
la produccion de anticuerpos especificos contra BLSVP8d. Pese al enriquecimiento y la
estabilidad observada, se observd una agregacién paulatina de la proteina recombinante de
manera insoluble, observdndose bandas de menor peso y agregados proteicos de tamafios
muy superiores. Estos cuerpos de inclusidon muy agregados estarian muy desordenados vy
presumiblemente imposibilitarian generar una respuesta inmune adecuada. Durante el secado
al sol existiria entonces una ventana temporal muy acotada (durante la cual BLSVP&d se
encontraria en su forma soluble inmunogénica) poco conveniente para utilizar la proteina

recombinante en ensayos de inmunizacién.

La administracion oral de suplementos de huevo en polvo conteniendo anticuerpos IgY
neutralizantes especificos contra BLSVP8d-Bov podria ser aprovechada en un futuro como una
alternativa para conferir proteccién pasiva contra la infeccidn gastrointestinal por rotavirus. La
utilidad de la administracién 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 patdgenos
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 expresion
de anticuerpos, la yema de huevo como fuente de IgY representa entonces una alternativa de
bajo costo facilmente escalable y no invasiva para la produccion de grandes cantidades de
anticuerpos policlonales para inmunizacién pasiva. Entre otras ventajas se encuentra la
facilidad de purificacién de las IgY (ya que son el Unico tipo de anticuerpo en yema) y su
incapacidad para activar el complemento en mamiferos o unirse a proteinas 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 demostrd ser una alternativa atractiva y
econdmica para la produccion a gran escala de VP8d de rotavirus bovino como antigeno
vacunal inyectable, o incluso oral, con inmunogenicidad potencialmente mejorada. La
liofilizacidn de hojas transplastdmicas sin agregado adicional de compuestos lioprotectivos
podria ser una alternativa interesante para reducir costos, simplificar el procesamiento,

purificacién y almacenamiento, permitiendo mejores esquemas de inmunizacion.

Dado que existen 3 cepas de rotavirus bovino mayoritariamente circulantes en la
actualidad (Garaicoechea et al., 2006), solo tendria sentido una vacuna recombinante
comercial producida a partir de plantas transpastdmicas que expresen las 3 variedades de
VP8d fusionadas a BLS. El trabajo realizado durante esta primera etapa apunté a corroborar la

factibilidad de emplear a la proteina BLS como plataforma de expresidn en un sistema vegetal.
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Teniendo en cuenta los resultados alentadores obtenidos, en una segunda etapa se
decidié evaluar distintas estrategias de expresién en plantas de una Unica proteina VP8d de
rotavirus equino (VP8d-Eq) que permitiera conferir inmunidad frente a los serotipos virales
mdas predominantes para el desarrollo posterior de una vacuna recombinante comercial a
subunidad (Garaicoechea et al., 2011). A fin de determinar mas inequivocamente los efectos
de la proteina BLS sobre los niveles de expresién y la inmunogenicidad de los antigenos que

forman la fusidn se decidié expresar VP8d-Eq tanto sola como fusionada a BLS.

Una vez mas, el andlisis preliminar de expresidn a partir del vector de transformacién
en E. coli fue incapaz de proporcionar una prediccion adecuada del comportamiento de los
antigenos en el estroma del cloroplasto. Esto no resultd 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 asi existen diferencias importantes entre los ambientes y maquinaria
enzimatica del citoplasma bacteriano y el estroma del cloroplasto. Entre las diferencias mas
notables estan la ausencia de todo el aparato fotosintético y la presencia de un entorno mas
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 transplastémicas expresando ambas proteinas en el estroma del
cloroplasto sin que su integridad se viera afectada (solo se observd una leve protedlisis que dio

lugar a una versidn minoritaria y levemente mas pequefia de ambas proteinas).

El ensayo de western blot empleando anticuerpos policlonales contra una mezcla de
rotavirus, entre los cuales se encuentra la variante equina H2, permiti6 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 expresion de 1,85 % PST o 54 ug/g TF (VP8d-Eq) y 4,33 % PST o 401
ug/g TF (BLSVP8d-Eq) en hojas maduras. El hecho de que VP8d-Eq fuera soluble por si misma
impidid sacar conclusiones respecto a la capacidad solubilizante de BLS. Una vez mas, la

naturaleza multimérica de BLS no pareceria ser un impedimento para alcanzar la solubilidad.

Ambas proteinas mantuvieron la integridad y permanecieron estables y solubles luego

de la liofilizaciéon del tejido, incluso luego de su almacenamiento durante un mes a
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temperatura ambiente. En estos casos la disminucion del contenido proteico enddgeno vy la
concentracién de las proteinas recombinantes (ambos procesos producto de la liofilizacién)
fueron mas evidentes, obteniéndose valores de 2,22 % PST o 585,40 ug/g TL (VP8d-Eq) vy 8,68
% PST o 3,86 mg/g TL (BLSVP8d-Eq) para las mismas hojas que se habian cuantificado con
anterioridad. Si bien los niveles de expresién no fueron tan drasticos como los observados para
BLSVP8d-Bov (equivalentes o superiores a 40% PST o 4,85 mg/g TF) representaron valores mas
gue compatibles econdmicamente con la produccidon de antigenos vacunales recombinantes a
gran escala. Si en su lugar se hubieran disefado plantas transgénicas nucleares, se habrian
obtenido en todos los casos niveles de expresidon presumiblemente uno o mds ordenes de
magnitud inferiores (Daniell et al., 2001b; Molina et al., 2004). Ninguna de las plantas
transplastdmicas obtenidas evidencié problemas detectables a nivel del fenotipo y fueron

completamente indistinguibles de las plantas no transformadas.

La fusion traduccional a proteinas altamente estables para mejorar los niveles de
expresion de otras proteinas menos estables es una estrategia ampliamente utilizada en
sistemas de expresidon 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 proteinas estables de manera de que estas conformen la parte N-terminal de la
fusidn ya que precisamente en esta regidn se han encontrado determinantes importantes de
estabilidad (Apel et al., 2010). Esto constituye una regla general y también se han encontrado
casos de proteinas que confieren mayor estabilidad cuando se las fusiona de manera de
quedar conformando el extremo C-terminal. Segun se desprendid del analisis de la
acumulacidn de transcriptos, este no pareceria ser el caso para BLS. Puesto que se observaron
diferencias en los niveles de acumulacidén de los transcriptos de RNA mayoritarios codificantes
para ambas proteinas recombinantes, seria mas probable que la mayor expresiéon de BLSVP8d-
Eq respecto a VP8d-Eq se deba a una mayor tasa transcripcional y acumulacion de RNA
mensajero. Como ambos tipos de mensajero comparten las regiones rio arriba (la region 5°UTR
del gen psbA) y rio abajo (la region codificante para VP8d-Eq) del inicio de la traduccion se
presume que la tasa de inicio de la traduccidn no seria responsable de la diferencia observada
en sus niveles de expresidon. Por otra parte, la acumulacién mas rapida de proteina
recombinante en hojas jovenes para VP8d-Eq pareceria favorecer la hipdtesis de que la fusion
a BLS no resultaria especialmente estabilizante. La ausencia del transcripto policistrénico
detectada en ambos casos haria suponer un problema de estabilidad de los mismos y no

jugaria un papel significativo para explicar la diferencia observada en los niveles de expresién.
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Si se considera que la fusién BLSVP8d-Eq estd compuesta aproximadamente en un 50% por
VP8d-Eq la cantidad obtenida para esta proteina seria equivalente para los dos tipos de plantas
transplastomicas. En este caso, la utilidad de fusionar VP8d-Eq a BLS radicaria en su capacidad
para incrementar la inmunogenicidad de la fusién como un todo. Al momento de escritura de
la presente tesis quedan pendientes los ensayos de neutralizacién viral que permitan
establecer la presencia de anticuerpos neutralizantes contra rotavirus equino y si también en

este caso la fusidn a BLS aporta una mayor capacidad inmunogénica.

Durante el trabajo de esta tesis pudieron ponerse en evidencia las ventajas de las
plantas transplastdmicas como sistema de produccion de vacunas recombinantes (no
glicosiladas) de manera potencialmente costo-efectiva. Los niveles de expresion alcanzados
serian en principio compatibles con la produccién masiva de los antigenos vacunales (Rybicki,
2009; Rybicki, 2010). Asimismo, la gran estabilidad y concentracion de las proteinas
recombinantes en hojas liofilizadas permitiria facilitar el almacenamiento, purificacion
(pudiéndose incluso obviar tal como se demostrd), transporte y administracion, abaratando

aun mas los costos.

La estrategia de produccion evaluada es integral, ya que no solo contempla la
vacunacion activa sino que ademas plantea la inmunizacidn pasiva con anticuerpos IgY anti-

rotavirus de facil obtencidn y purificacion.

Si bien en un principio se vislumbré a las plantas como un sistema extremadamente
barato para la producciéon de vacunas comestibles, con el tiempo se hicieron evidentes las
necesidades de contar con procesos previos de purificacién y estandarizacién para lograr una
administracién controlada y reproducible de la dosis del antigeno (Rybicki, 2010). Los
antigenos producidos en cloroplastos de tabaco durante la presente tesis serian susceptibles
de ser administrados por via oral a partir de extractos liofilizados y cuantificados. La pared
celular y la membrana de los cloroplastos podrian actuar como bioencapsulantes naturales
permitiendo que los antigenos alcancen el tejido linfoide asociado al tubo digestivo para
despertar inmunidad a nivel de mucosas, lo cual seria esencial si se considera el mecanismo de
accién de rotavirus (Chan and Daniell, 2015). En este sentido, la proteina BLS podria contribuir
especialmente a potenciar este tipo de inmunidad (dado que ya se demostro la capacidad que
tienen fusiones a la proteina 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

deberia prestar especial atencidn a los niveles de nicotina y otros alcaloides, los cuales resultan
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téxicos y dificultan la administracion oral del tabaco. El tabaco no presenta el riesgo de
introducirse accidentalmente en la cadena alimenticia, por lo cual podria evaluarse en un
futuro la produccién de antigenos recombinantes fusionados a BLS para inmunizacién oral en
las variedades de tabaco con contenido reducido de alcaloides que existen disponibles hoy en
dia (Liew and Hair-Bejo, 2015). Alternativamente podria evaluarse la posibilidad de expresar
estas fusiones con la misma finalidad en plantas transplastdmicas 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 mas
convencionales de produccion de proteinas recombinantes, los cuales se encuentran mucho
mas establecidos, refinados y estandarizados, tanto desde el punto de vista industrial como el
de la regulatoria. Sin embargo, aun existe lugar para los sistemas basados en plantas, los
cuales pueden resultar mas convenientes en situaciones determinadas (Stoger et al., 2014).
Hoy dia se cuenta con varios productos recombinantes comerciales producidos en plantas en
el mercado (entre los cuales se encuentra una vacuna veterinaria), nidmeros antigenos
vacunales en fases clinicas de evaluacidon y cada vez mas cantidad de plantas capaces de
producir compuestos recombinantes siguiendo buenas practicas de manufactura. Siendo este
el contexto actual, y teniendo en cuenta la regulatoria mds laxa en el caso de antigenos 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 ultimos tiempos, y por cuestiones de percepcidn publica, bioseguridad y
regulatoria, surgié una tendencia a evitar el uso de marcadores de seleccidon basados en la
resistencia a antibidticos 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 remocidn de los genes
de resistencia a antibiético 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 ultima instancia de tesis se pretendié emplear el
gen de flavodoxina para otorgar tolerancia frente a algun tipo de estrés ambiental. Este gen no
solamente deriva de un organismo fotosintético evolutivamente relacionado a las plantas

vasculares (Anabaena sp) sino que ademas estd desprovisto de regulacion en plantas y codifica
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una proteina isofuncional a la ferredoxina enddgena cuyo mecanismo de accién estd
ampliamente caracterizado. Ademas, este gen no presentaria un riesgo a la salud humana ya
que estd presente en especies de algas consumo humano. Mds importantemente, ademas de
constituir un selector interesante el gen de flavodoxina seria de sumo interés agronémico. Su

inclusidon durante la generacién de una planta transplastdmica podria ademas permitir a las

plantas resistir a una amplia variedad de estreses de manera sencilla y simultanea, sin producir
efectos fenotipicos adversos, incrementando asi los rendimientos econémicos (Zurbriggen et

al., 2010; Zurbriggen et al., 2008).

La expresion del gen de flavodoxina ya habia demostrado ser responsable de una
mayor tolerancia a distintos tipos de estrés bidtico y abidtico 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 accién a nivel molecular, muchos convergen
en la perturbacién de la cadena de transporte de electrones fotonsintética y la formacion de
especies reactivas de oxigeno causando dafios importantes a nivel celular. Entre estos tipos de
estrés se encuentran el estrés salino y el generado por metil violégeno (compuesto
propagador de superoxidos) (Tognetti et al., 2006; Zurbriggen et al., 2007; Zurbriggen et al.,
2008). Por lo tanto, en una primera aproximacién se realizaron experimentos de regeneracion
de explantos de tabaco no transformados bajo condiciones estandar de laboratorio y bajo la
influencia adicional de estrés oxidativo ocasionado por exposicion al herbicida metil violdgeno.
La accidon de este compuesto demostré ser demasiado drastica para ser empleado en un
esquema de seleccion habitual. Adicionalmente, debido a problemas de disefio experimental,
se encontraron dificultades para garantizar una exposicion homogénea al agente oxidante,
cualidad necesaria si se quiere emplear este compuesto como agente selector. Por mas que se
experimentd con formas menos drasticas que la infiltracién por vacio para permitir la
permeabilizacién del metil violégeno al tejido, en todos los casos se vio que la manipulacion
adicional de los explantos por si misma para exponerlos al estrés se tradujo en una baja
sustancial de la eficiencia de la regeneracidon. Esta disminucién en los niveles de regeneracién
respecto a los controles no sometidos al tratamiento, ya sea porque el metil violégeno se
encontrara presente o no, se puso en evidencia poco tiempo después de colocar los explantos
en el medio de regeneracidn y constituyd una caracteristica indeseada. Por todo esto y como
ademas el metil violégeno es un compuesto altamente tdxico, se centraron los esfuerzos en

seleccidn por estrés salino ocasionado por cloruro de sodio, el cual a diferencia del metil
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violégeno no genera efectos deletéreos de manera tan brusca y es un compuesto inocuo,

barato, de facil acceso cuyo uso simplifica los protocolos utilizados en el laboratorio.

En el caso de la sal se realizaron curvas de regeneracion en paralelo con plantas wild-
type y con plantas heteropldsticas expresando FLD. Algunas plantas empleadas, al no contener
el transgén en todas las copias del ADN del cloroplasto, presentaron un fenotipo

heteroplastico caracteristico (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 concentracién los explantos expresando el gen de flavodoxina solo pudieron
regenerar en forma de callo y no dieron lugar a brotes discretos. La sal afectd, por algin
mecanismo desconocido, al proceso de regeneracion. Esta hipdtesis resulté 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 intentd disminuir la concentracidon de sal empleada durante la
seleccidn, pero la aparicién de brotes en los explantos no transformados implicé 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 regeneracién 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 regeneracidn de los explantos, el cual no resultaba ser uno de los objetivos
de la presente tesis. De manera adicional, podria haberse experimentado con otras sales

similares como el cloruro de potasio o incluso con otros agentes estresantes.

Recientemente en colaboracidn con el Dr. Néstor Carrillo (IBR, Rosario) se observé que
las plantas transgénicas que expresaban flavodoxina nivel nuclear y dirigida a cloroplasto
fueron mads resistentes a estrés de tipo bidtico y abidtico, de manera dosis dependiente
(Tognetti et al., 2007a; Zurbriggen et al., 2008). Sin embargo, cuando los niveles de expresion
de flavodoxina fueron mas altos que los niveles de ferredoxina enddgena (situacién que
ocurrioé en el caso de las plantas transplastémicas), estos se tornaron perjudiciales para el
bienestar de la planta. Es decir que la mejoria de los parametros sintéticos y la tolerancia a

estrés (particularmente al ocasionado por metil vilégeno) siguieron una curva de tipo
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campana, mostrando primero un incremento dosis dependiente para luego, a concentraciones
mas 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 plastidico resultan transformadas en primera instancia. Por lo tanto, la
seleccion primaria con este gen solo seria posible si la segregacion al azar produce un plastido
gue 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 aparicién de
transformantes. En contraste, el gen aada constituye un marcador principal (o0 dominante) ya
que al estar presente en pocas copias es capaz de inactivar los antibidticos del medio (Breyer
et al.,, 2014; Day and Goldschmidt-Clermont, 2011). Estos resultados mas las dificultades
comentadas con anterioridad nos hicieron pensar que seria muy dificil y poco probable
encontrar las condiciones para utilizar flavadoxina como gen selector primario. Su utilizacion
seria mas beneficiosa en una etapa de seleccion secundaria con el fin de remover el gen aada

de las plantas transplastémicas generadas.

Lic. Edgardo Federico Alfano

b

Dr. Fernando Bravo-Almonacid Dr. Andrés Wigdorovitz

Director Co-director
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Materiales y métodos

Cepas bacterianas.

Se utilizd la cepa DH10B de Escherichia coli. Los cultivos liquidos crecieron a 37 °C en
medio LB (peptona de caseina o triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, y NaCl 10 g/L) con
agitacién a 220 r.p.m. Los cultivos en medio sélido se crecieron en placas de Petri a 37 °C en
medio LB adicionado con 1,6% (m/v) de agar. El medio se suplementd con antibidticos de
acuerdo a la resistencia otorgada por cada plasmido y en las siguientes concentraciones:
ampicilina 100 mg/L, kanamicina 50 mg/L, espectinomicina 100 mg/L.

Preparacion de células electrocompetentes de E. coli.

A partir de una colonia aislada se crecié un cultivo de 10 ml toda la noche. Se realizé
una dilucién 1:100 del cultivo, y se continud la incubacién en un volumen de 300 ml hasta
alcanzar una densidad éptica medida a 600 nm que estuviera entre 0,5 y 1. Se enfrid el cultivo
en hielo 30 min, y se centrifugd a 4.000 xg 15 min a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y el pellet
se resuspendidé en 1 L de agua (0 °C). Se repitio la centrifugacidon y resuspension utilizando 500
ml de agua (0°C) y los lavados se repitieron resuspendiendo luego en 20 ml de glicerol 10%
(v/v) (0 °C) y finalmente en 2 ml de glicerol 10% (v/v) (0 °C). La preparacion fue alicuotada y
mantenida a -70 °C hasta su utilizacion.

Transformacion de células competentes de E. coli por electroporacion.

Se agregd 1 pl de la preparacion de ADN a 50 pl de células electrocompetentes, se
incubd 5 min en hielo, y se transfirié la mezcla a una cubeta de electroporacién de 0,2 mm. Se
utilizé el programa Ec2 del electroporador Micropulser (BIO-RAD), y luego del pulso eléctrico
se agregd inmediatamente 1 ml de medio LB a la cubeta, y se trasvasé el volumen a un
microtubo de 1,5 ml. Las células se incubaron 1 h a 37 °C, y luego se plaqued una alicuota de
100 ul en medio LB sdlido con antibidtico. Las colonias fueron visualizadas luego de la
incubacién de las placas durante toda la noche a 37 °C.

Lineas de plantas.

Nicotiana tabacum cv. Petit Havana: Linea usada para la generacién de plantas
transplastomicas.
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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 Virologia, 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 Virologia, INTA-Castelar) y corresponde a la cepa H2 G3P[12].

Plasmidos.

-pZEr0-2 (Invitrogen): Vector para clonado de productos de PCR con extremos romos.
-pBSW-utr: Vector de transformacion de cloroplastos (Wirth et al., 2006).

-pBSW-utr/FLD: Vector de transformacién de cloroplastos, conteniendo la secuencia del gen
Flavodoxina (Blanco et al., 2011).

-pET-BLS-VP8d: Construccion utilizada para obtener la secuencia de la fusién BLSVP8d Bovina
(Bellido et al., 2009). La misma contiene la secuencia del core de VP8 (desde el nucleétido 184
al 672 del gen de VP4) fusionada rio arriba a la secuencia de lumazina sintasa de Brucella spp.

-pBSW-utr/VP8*: Vector de transformacion de cloroplastos, conteniendo la secuencia del
antigeno de rotavirus bovino VP8*. (Lentz et al., 2011), utilizado como control positivo en
ensayos de Western Blot.

Secuencias

-BLSVP8d-Bov: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la fusién BLSVP8d-Bov. La quimera
consiste del core de VP8 (desde el nucleétido 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 nucleotidica los sitios Ndel
(CATATG) y Xbal (TCTAGA), utilizados en el subclonado y los codones de iniciacién y fin de la
traduccién (en negrita). Se indica en la secuencia aminoacidica los residuos correspondientes
al linker (subrayado y sombreado). Ademas se sefialan sombreados cambios en la secuencia
nucleotidica utilizada en la construccion respecto a la secuencia tedrica de VP8. De la misma
manera se indican sombreados los cambios aminoacidicos correspondientes.

0001 CATATGCATGAACCAGTGCTTGATGGACCATATCAACCAACGACTTTTAATCCACCTGTA
0001 M H E P V L D GG P Y Q P T T F N P P V
0061 AGTTATTGGATGTTGTTAGCACCAACGAACGCGGGGGTGGTAGATCAAGGTACGAACAAT
0020 s ' Yy w M L L A P T N A G V V D O G T N N
0121 ACAAACAGATGGTTAGCGACAATATTAATTAAACCAAATGTACAGCAAGTTGAGCGAACA
0040 T N R W L A T I L I K P N V O O V E R T
0181 TATACATTATTTGGGCAACAAGTTCAAGTAACAGTATCAAATGATTCACAGACAAAGTGG
0060 y T L. ¥ 6 0 o v ¢ v T v &S N D S QO T K W

0241 AAGTTTGTGGATCTAAGTAAGCAGACACAAGATGGTAATTATTCACAACACGGTCCTCTA
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0080 K P VD L S K 0 T 0 D G N Y S QO 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 ATGACAGCATATTGIGATTTTTATATAATTCCATTAGCACAAGAAGCAAAATGCACTGAA
0140 M T A Yy C D F Y I I P L A Q E A K C T E
0481 TACATAAATAATGGATTAGGTTCTGGTTCTGGTCTTAAGACATCCTTTAAAATCGCATTC
0160 Yy I N N G L G S G S G L K T s F K I A F
0541 ATTCAGGCCCGCTGGCACGCCGACATCGTTGACGAAGCGCGCAAAAGCTTTGTCGCCGAA
0180 I O AR W HAD I V D EA AU RZK S F V A E
0601 CTGGCCGCAAAGACGGGTGGCAGCGTCGAGGTAGAGATATTCGACGTGCCGGGTGCATAT
0200 L A A K T GGG S V E VvV 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 Vv I DG GG I Y R H D F V A T A V I
0781 AACGGCATGATGCAGGTGCAGCTTGAAACGGAAGTGCCGGTGCTGAGCGTCGTGCTGACG
0260 N G MM (QV QL 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 6 v EA A H A A L O I V 5 E R S R I A

0961 CTTGTCTGATCTAGAGGATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGA
0320 L Vv *

966 nucledtidos, 321 aminodacidos, 35,5 kDa.

-VP8d-Eq: Secuencia nucleotidica y aminoacidica del antigeno de Rotavirus equino VP8d
(desde el aminoacido 62 al 224 de la proteina VP4). Se muestran subrayados en la secuencia
nucleotidica los sitios Ndel (CATATG), Xbal (TCTAGA) y Bsp1286l (GGGCTC), utilizados en el
subclonado y los codones de iniciacidn y fin de la traduccion (en negrita). Ademas se indican
sombreados en la secuencia nucleotidica cambios sinénimos a fin de eliminar o introducir
sitios de restriccion.

0001 CATATGGAACCAGTACTAGATGGTCCATACCAACCAACTAAGTTTAATCCACCAGTGAAT

0001 M E P V L D GG P Y Q P T K F N P P V N

0061 TATTGGATGCTACTATCTCCTTTAAACGCTGGTGTTGTGGTTGAAGGAACAAATAGTATT
0020 Yy w M L L.$S P L N A G V V V E G T N S I

0121 GATCGCTGGTTAGCAACTATTTTAATAGAACCAAACGTTACAACAACTACCAGAACATAC
0040 b R W L A T I L I E P N V T T T T R T Y

0181 ACATTATTTGGAGTGCAAGAGCAGATATCAGTAGAAAACAATTCAACTACAAAATGGAAA
0060 T L. ¥ G VvV 0 E ¢ I S VvV 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 B P K L H G I M K H G G O L W VvV Y N G

0361 GAAACTCCAAATGCCACTACTACGGGCTACGTAACTTCAAATTATGATGCACTTACTATG
0120 E T p N A T T T G Y VvV T S N Y D A L T M

0421 ACATCCTTTTGTGATTTTTATATAATTCCTAGAAATCAAGAGTCAACATGTACAGAATAT
0140 T s ¥ 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 nucledtidos; 164 aminoacidos; 18.4 kDa.

-BLSVP8d-Eq: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la fusion BLSVP8d-Eq. La quimera
consiste del core de VP8 (desde el aminoacido 62 al 224 de la proteina 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 nucleotidica los
sitios Ndel (CATATG), Xbal (TCTAGA) y Bsp1286l (GGGCTC) utilizados en el subclonado y los
codones de iniciacién y fin de la traduccidon (en negrita). Se indican en la secuencia

aminoacidica los residuos correspondientes al linker (sombreado). Ademas se indican

sombreados en la secuencia nucleotidica cambios sindnimos a fin de eliminar o introducir

sitios de restriccion.

0001
0001
0061
0020
0121
0040
0181
0060
0241
0080
0301
0100
0361
0120
0421
0140
0481
0160
0541
0180
0601
0200
0661
0220
0721
0240
0781
0260
0841
0280
0901
0300
0961
0320

CATATGGAACCAGTACTAGATGGTCCATACCAACCAACTAAGTTTAATCCACCAGTGAAT
M E P V L D GG P Y Q P T K F N P P V N
TATTGGATGCTACTATCTCCTTTAAACGCTGGTGTTGTGGTTGAAGGAACAAATAGTATT
Yy w M . L s p L N A G V V V E G T N S I
GATCGCTGGTTAGCAACTATTTTAATAGAACCAAACGTTACAACAACTACCAGAACATAC
b R W L A T I L I E P NV T T T T R T Y
ACATTATTTGGAGTGCAAGAGCAGATATCAGTAGAAAACAATTCAACTACAAAATGGAAA
T L. *» G v 0 E ¢ I S VvV E N N S T T K W K
TTTATAAATTTAATTAAAACTACTCTATCGGGCAGTTTTTCATTATATTCTACTCTACTA
F I N L I K T T L S G S F S L Y S T L L
TCAGAACCAAAATTACATGGAATTATGAAACATGGTGGACAGCTATGGGTTTATAATGGA
s B p K L H 6 I M K H G G O L W V Y N G
GAAACTCCAAATGCCACTACTACGGGCTACGTAACTTCAAATTATGATGCACTTACTATG
E T P N A T T T G Y V T S N Y D A L T M
ACATCCTTTTGTGATTTTTATATAATTCCTAGAAATCAAGAGTCAACATGTACAGAATAT
T s ¥ ¢C D F Y I I P R N Q E S T C T E Y
ATTAATAATGGGCTCGGTTCTGGTTCTGGTCTTAAGACATCCTTTAAAATCGCATTCATT
I NN G L G S G S G L K T s F K I A F I
CAGGCCCGCTGGCACGCCGACATCGTTGACGAAGCGCGCAAAAGCTTTGTCGCCGAACTG
Q A R W H A D I VvV D E A R K S F V A E L
GCCGCAAAGACGGGTGGCAGCGTCGAGGTAGAGATATTCGACGTGCCGGGTGCATATGAA
A A K T G G S V E V E I F DV P G A Y E
ATTCCCCTTCACGCCAAGACATTGGCCAGAACCGGGCGCTATGCAGCCATCGTCGGTGCG
I p L. H A K T L A R T G R Y A A I V G A
GCCTTCGTGATCGACGGCGGCATCTATCGTCATGATTTCGTGGCGACGGCCGTTATCAAC
A F Vv I D GG G I Y R H D F Vv A T A V I N
GGCATGATGCAGGTGCAGCTTGAAACGGAAGTGCCGGTGCTGAGCGTCGTGCTGACGCCG
G M M @V 0 L E T E V P V L S V V L T P
CACCATTTCCATGAAAGCAAGGAGCATCACGACTTCTTCCATGCTCATTTCAAGGTGAAG
H H F H E S K E H H D F F H A H F K V K
GGCGTGGAAGCGGCCCATGCCGCCTTGCAGATCGTGAGCGAGCGCAGCCGCATCGCGCTT
G vV E A A H A A L o I Vv S E R S R I A L
GTCTGATCTAGAGGATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGA
v *

963 nucledtidos; 320 aminoacidos; 35,4 kDa.

-FLD: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de flavodoxina de Anabaena sp.

0001
0001
0061
0020
0121
0040
0181
0060
0241
0080
0301

CATATGTCAAAGAAAATTGGTTTATTCTACGGTACTCAAACTGGTAAAACTGAATCAGTA
M S K K I 6 L F Y G T © T G K T E S V
GCAGAAATCATTCGAGACGAGTTTGGTAATGATGTGGTGACATTACACGATGTTTCCCAG
A E I I R D E F G N D V V T L H D V S 0O
GCAGAAGTAACTGACTTGAATGATTATCAATATTTGATTATTGGCTGTCCTACTTGGAAT
A E V T D L N D Y ©Q Y L I I G C P T W N
ATTGGCGAACTGCAAAGCGATTGGGAAGGACTCTATTCAGAACTGGATGATGTAGATTTT
I 6 E L. ¢ S D W E G L Y S E L D D V D F
AATGGTAAATTGGTTGCCTACTTTGGGACTGGTGACCAAATAGGTTACGCAGATAATTTT
N G K L vA Y ¥ G T GG D O I G Y A D N F
CAGGATGCGATCGGTATTTTGGAAGAAAAAATTTCTCAACGTGGTGGTAAAACTGTCGGC
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0100 QO b A I G I L EEE K I S QR G G K T V G

0361 TATTGGTCAACTGATGGATATGATTTTAATGATTCCAAGGCACTAAGAAATGGCAAGTTT
0120 Y W S T b GG Y D F N D S K A L R N G K F

0421 GTAGGACTAGCTCTTGATGAAGATAATCAATCTGACTTAACAGACGATCGCATCAAAAGT
0140 V 6 L A L D EDINOQ S DUL T D DI R I K S8

0481 TGGGTTGCTCAATTAAAGTCTGAATTTGGTTTGTAATCTAGA

0160 W vV A 0 L K S E F G L *

513 nucleétidos; 170 aminoacidos; 19 kDa.

Oligonucleétidos iniciadores:
Cloro fw: 5 GTATCTGGGGAATAAGCATCGG 3’

Clororv: 5 CGATGACGCCAACTACCTCTG 3’

Ndel5'BLSVP8d-Bov: 5’ CCCATATGCATGAACCAGTGCTTG 3’
Xbal3'BLSVP8d-Bov: 5’ CCTCTAGATCAGACAAGCGCGATGC 3’
Bsp1286I5°BLS: 5" AAGGGCTCGGTTCTGGTTCTGGTC 3’

Se indican subrayados los sitios de restriccion incorporados en los oligonucleétidos.

Metodologia del ADN recombinante.
Preparaciéon de ADN plasmidico.

El ADN plasmidico utilizado para analizar colonias recombinantes se preparé mediante
el método de lisis alcalina. Se crecieron cultivos de 5 ml a partir de colonias aisladas, y se
cosechd 1,5 ml por centrifugacidon a 600 g. El pellet se resuspendié en 300 pl de solucién 1
(Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA-Na 2 10 mM, ribonucleasa A 100 pug/ml), se agregaron 300 pl de
solucion 2 (NaOH 200 mM, SDS 1% [m/v]), se mezclé por inversién y se incubé 5 min a
temperatura ambiente. Luego se agregaron 300 pl de solucién 3 (acetato de potasio 3 M pH
5,5) se mezclé por inversion y se incubd 5 min en hielo. Los tubos se centrifugaron 10 min a
15.000 xg (4 °C), se trasvaso el sobrenadante a un nuevo tubo y se precipité el ADN agregando
0,6 voliumenes de isopropanol. Se centrifugd 10 min a 15.000 g, se descarto el sobrenadante y
se realiz6 un lavado del precipitado con 500 ul de etanol 70% (v/v). Finalmente, se dejo secar
el precipitado y se resuspendié en 30 ul de agua destilada. El ADN plasmidico utilizado para
secuenciacion, se prepard con el kit comercial Wizard plus SV minipreps DNA purification
system (Promega), segun las instrucciones del fabricante. El utilizado para la transformacion de
cloroplastos de tabaco, fue preparado con el sistema Plasmid Midi Kit (QIAGEN), siguiendo el
protocolo sugerido por la empresa.
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Reacciones de ligacion, cortes con enzimas de restriccion y preparacion de vectores e
insertos.

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

Desfosforilacion de extremos compatibles

Los pldsmidos con extremos romos y cohesivos compatibles, se desfosforilaron
previamente a la reaccion de ligacidn. Se utilizé para ello la fosfatasa alcalina SAP (Shrimp
Alkaline Phosphatase, Promega), en las condiciones indicadas por el fabricante. EI ADN
purificado se incubd a 37 °C durante 15 minutos con 1 unidad de SAP por cada pg de ADN, en
el buffer suministrado con la enzima, en 50 pul de reaccion. La enzima se inactivd calentando la
mezcla de reaccion a 65 °C durante 15 minutos.

Transformacion genética de cloroplastos de plantas de tabaco.

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

Preparacidn y recubrimiento de particulas de oro con ADN plasmidico.

Se realizé segun el protocolo detallado por Lutz y colaboradores (Lutz et al., 2006),
utilizando microparticulas de oro de 0,6 um de didametro (BIO-RAD). Las microparticulas fueron
esterilizadas en etanol 70% (v/v), se lavaron con agua estéril y se resuspendieron en glicerol
50% (v/v). Se recubrieron 3 mg de microparticulas con 5 pug de ADN plasmidico, 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 jovenes 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 microparticulas
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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, acido
a-naftalenacético 0,1 mg/L, 6-bencilaminopurina 1 mg/L, sacarosa 3% [m/v], agar 0,8% [m/v],
MES [acido 2-{N-morfolino} etanosulfdénico] 2,5 mM pH 5,75).

Seleccion de transformantes, cultivo in vitro y rusticacion.

Las hojas bombardeadas fueron cortadas en fragmentos de aproximadamente 2x3 cm,
eliminando la nervadura central, y cultivadas en placas de Petri conteniendo medio RMOP y
espectinomicina 500 mg/L. Se incluyé como control de seleccién una hoja sin transformar
cultivada en las mismas condiciones, y otra cultivada en ausencia de agente selector, como
control de regeneracion. Los explantos se mantuvieron entre 22 y 28 °C, con un fotoperiodo de
16/8 hs de luz/oscuridad. A partir de las cuatro semanas posteriores al bombardeo se
empezaron a observar brotes, que fueron repicados a medio MS (Murashige and Skoog, 1962)
sélido (sales MS, tiamina 1 mg/L, mio-inositol 100 mg/L, sacarosa 3% [m/v], agar 0,8% [m/v],
MES [4cido 2-{N-morfolino} etanosulfénico] 2,5 mM pH 5,75) conteniendo 500 mg/L de
espectinomicina. Las plantulas fueron sometidas a dos rondas adicionales de regeneracion en
medio RMOP en presencia de espectinomicina 500 mg/L. Se transfirieron a medio sin
fitohormonas para el desarrollo de raices, y luego fueron rusticadas y mantenidas en
invernadero con fotoperiodo controlado de 14/10 hs de luz/oscuridad, y temperatura regulada
entre 25 y 30 °C. La luz natural fue suplementada con lamparas de sodio, obteniéndose una
intensidad de 100-300 umol s m™. Para la rusticacidn, se eliminaron los restos de medio de
las raices, lavando las mismas con agua, y se plantaron en macetas con una mezcla de 3:1:1 de
humus, turba y perlita. Durante la primera semana se mantuvieron las macetas con una
cubierta de polietileno para evitar la deshidratacién y promover la adaptacion de las plantulas
a las condiciones de menor humedad. Las semillas obtenidas de plantas transplastémicas
autofecundadas se esterilizaron superficialmente con una solucién de lavandina comercial al
10% (v/v), y se germinaron en medio MS sdlido conteniendo 500 mg/L de espectinomicina, a
fin de confirmar la herencia de los transgenes plastidicos.

Esterilizacién y germinacion de semillas de tabaco in vitro.

Se sumergieron las semillas en etanol 70 % y luego se traspasé a una solucién 1:10 de
lavandina comercial, en la que se incubaron durante 3 minutos. A continuacién se hicieron tres
pasajes sucesivos por agua estéril para eliminar los restos de lavandina, se secaron y
sometieron a un periodo de vernalizacién (48hs a 4 °C en oscuridad). Posteriormente se
sembraron en medio MS sdlido para germinar, a 26 °C con un fotoperiodo de 16/8 horas
luz/oscuridad.

110



Materiales y Métodos

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

El ADN utilizado para la identificacion por PCR de las plantas transplastomicas se
obtuvo empleando el siguiente protocolo: se molieron en un microtubo 50 mg de hoja
utilizando un vdstago plastico de punta cdnica, y se agregaron 350 ul de solucidn de extracciéon
(Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA-Na 2 10 mM, NaCl 100 mM, SDS 1% [m/v], 2-mercaptoetanol 10
mM). Se incubd 10 min a 65 °C, se agregd 150 ul de acetato de potasio 3 M pH 5,5 (0 °C), se
mezcld por inversién y se incubé 20 min en hielo. Se centrifugd 10 min a 15.000 xg (4 °C), y se
transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregd 1 pl de ribonucleasa A 10 mg/ml y se
incubé 10 min a temperatura ambiente. EIl ADN se precipitd agregando 1 volumen de
isopropanol, y centrifugando 10 min a 15.000 xg. El precipitado se lavd con etanol 80% (v/v), se
dejo secar, y se resuspendié en 25 ul de agua.

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

Ensayo de Southern blot.

Se purific6 ADN total mediante una modificacién del protocolo desarrollado por
Dellaporta y colaboradores (1983). Se macerd 1 g de hoja en mortero con nitrégeno liquido, y
se agregaron 5 ml de buffer CTAB (CTAB [bromuro de hexadecil trimetil amonio] 2% [m/v],
NaCl 1,4 M, Tris-HCI 100 mM pH 8, 2-mercaptoetanol 0,2% [v/v]) precalentado a 65 °C. Se
trasvasé a un tubo de polipropileno y se incubd 30 min a 65 °C agitando cada 10 min. Luego se
agregd un volumen de cloroformo y se agité con vortex. Se centrifugé 10 min a 5.000 xg (4 °C),
la fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo y se repitié la extraccién con cloroformo. Se agregd
ribonucleasa A hasta una concentracion final de 100 pug/ml y se incub6 30 min a 37 °C. Se
agregaron 0,6 voliumenes de isopropanol y se mezclé suavemente por inversion. El ADN se
precipité centrifugando 20 min a 10.000 xg. El precipitado se lavé con etanol 70% (v/v), se dejo
secar, y se resuspendid en 1 ml de agua incubando toda la noche a 4 °C.

Se cortaron entre 2 y 4 ug de ADN total con 10-20 unidades de la correspondiente
enzima de restriccién segun el caso, durante 1 h a 37 °C. Se agregd espermidina hasta una
concentracién final de 1 mM y se continud el corte toda la noche a 37 °C. El ADN cortado se
separo por electroforesis en geles de agarosa 0,8% (m/v) en buffer TAE, a 40 mA de corriente
constante toda la noche. Luego de la electroforesis los geles se fotografiaron bajo luz UV y se
elimind la calle conteniendo los marcadores de peso molecular. Se lavaron con agua, se
depurinizaron incubando con HCl 0,25 M durante 10 min, y se incubaron 20 min con agitacion
suave en 10 volumenes de solucidon desnaturalizante (NaOH 0,4 M, NaCl 1,5 M). El ADN se
transfirié por capilaridad con NaOH 0,4 M a membranas de nylon cargado Hybond N+ (GE
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Healthcare), y se fijo incubando a 80 °C durante 2 h. Las membranas se bloquearon durante 2
hs a 65 °C con 15 ml de solucién 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 hibridacidn rotatorio. Luego se agregé a la solucién la
sonda desnaturalizada y se incubd toda la noche a 65 °C. Al dia siguiente, se descartd la
solucién con la sonda, se enjuagd la membrana con solucién SSC 2X, SDS 0,1% (m/v), y se
realizaron cuatro lavados sucesivos de 15 min cada uno con: 1) SSC 2X, SDS 0,1% (m/v) a
temperatura ambiente; 2) SSC 2X, SDS 0,1% (m/v) a 65 °C; 3) SSC 0,2X, SDS 0,1% (m/v) a 65 °C,
y 4) SSC 0,1X, SDS 0,1% (m/v) a 65 °C (20X SSC: citrato de sodio 300 mM pH 7, NaCl 3 M). Las
membranas se revelaron exponiéndolas 3 h a una placa Fujifilm BAS-SR (Fuji PHOTO FILM), que
fue analizada en un equipo Storm 820 Phosphorimager System (Molecular Dynamics).

La sonda utilizada, dirigida contra los genes plastidicos trnl y trnA, se obtuvo a partir
del plasmido pBS165-23S (Segretin, 2009) por corte con las enzimas BamHI y Bglll. El marcado
radioactivo con [a- 32 P] dCTP y la purificacién de la sonda marcada se realizé con el kit Prime-
a-gene (Promega), y la columna MicroSpin HR200 (Amersham Biosciences) respectivamente,
segun las indicaciones de los fabricantes.

Ensayo de northern blot.

Se purific6 ARN total de hojas homogeneizando 200 mg de tejido fresco en mortero
con nitrégeno liquido. Se agregd 1 ml de TRIzol (Invitrogen), y se incubd 5 min a temperatura
ambiente en un microtubo; se agregaron 0,2 ml de cloroformo, se agité 15 s con vértex
vigorosamente, y se incubd 3 min a temperatura ambiente. Luego se centrifugd 15 min a
15.000 xg (4 °C), y se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo. El ARN se precipité agregando
0,5 ml de isopropanol e incubando 10 min a temperatura ambiente, seguidos de una
centrifugacion a 15.000 xg por 10 min (4 °C). El precipitado se lavé con 1 ml de etanol 75%
(v/v), se dejo secar, y se resuspendié en 50 pl de agua.

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

Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron fotografiados bajo luz UV, vy
transferidos por capilaridad a membranas de nylon cargado Hybond N+ (GE Healthcare)
utilizando como buffer de transferencia SSC 20X. El ARN se fijo a las membranas por
incubacién a 80 °C durante 2 hs.
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El marcado y purificacidon de las sondas y el revelado de las membranas, se realizd
siguiendo los protocolos descriptos anteriormente para el ensayo de Southern blot. Como
molde para las sondas utilizadas en los ensayos de northern blot, se utilizé el fragmento
obtenido por restriccion con las enzimas Ndel y Xbal de la construccién pZErO-2/VP8d-Eq vy el
fragmento obtenido por PCR a partir de la construccién pZErO-2/BLSVP8d-Bov empleando los
oligonucledtidos iniciadores BLS fw y BLSVP8d-Bov rev.

El trabajo con material radioactivo se realizé en un cuarto aislado destinado a tal fin,
de acuerdo a las normativas establecidas por el Ente Regulador de la Energia Atémica.

Analisis de proteinas.

Extractos totales de proteinas de hojas de plantas de tabaco y de cultivos bacterianos.
Se maceraron, con un vastago plastico de punta cdénica, 25 mg de hojas en un microtubo y se
agregaron 125 ul de buffer Laemmli (Laemmli, 1970). Se calentd la muestra 10 min a 100 °C, y
se centrifugd 10 min a 15.000 xg. Se trasvaso el sobrenadante a un tubo nuevo y se repitiod la
centrifugacién. Segun el ensayo, se sembraron entre 10 y 20 ul de extracto, correspondientes a
proteinas totales obtenidas a partir de 2 y 4 mg de tejido fresco inicial, respectivamente. Para
los cultivos bacterianos se realizé la misma extraccidn, utilizando como material inicial el pellet
obtenido a partir de 1 ml de cultivo resuspendidos en 100 ul de buffer Laemmli, y se
sembraron 10 pl del extracto.

Andlisis de la solubilidad de BLSVP8d-Bov en E. coli

Se centrifugd 1 ml de cultivo de E. coli transformada con los respectivos vectores
pBSW-utr. Se agregd lisozima en una concentracion 2 mg/ml en buffer (0,1 M NaCl, 10 mM Tris
pH: 8, 1 mM EDTA, 5% Triton X-100) y se incubdé 15 minutos a temperatura ambiente. Se
agrego 1 ml de Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 30 mM, y se sonicd 3 veces por 15 s con el sistema
Heat System-Ultrasonic (50% ciclo, potencia 5) y se centrifugé 15 min a 10.000 xg (4 °C). Se
separd el sobrenadante del pellet, este ultimo fue lavado con 1 ml de agua (0 °C), y se
procesaron muestras de cada fraccidon con buffer Laemmli para sembrar en geles SDS-PAGE.

Anadlisis de la solubilidad de BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-Eq y VP8d-Eq en plantas
transplastémicas

Se homogeneizaron en mortero con nitrégeno liquido 0,2 g de hoja, se agregd 1 ml de
Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 30 mM, y se sonicé 3 veces por 15 s con el sistema Heat System-
Ultrasonic (50% ciclo, potencia 5) y se centrifugd 15 min a 10.000 xg (4 °C). Se separd el
sobrenadante del pellet, este ultimo fue lavado con 1 ml de agua (0 °C), y se procesaron
muestras de cada fraccién con buffer Laemmli para sembrar en geles SDS-PAGE proteinas
provenientes de 4 mg de tejido fresco inicial.
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Ensayo de SDS-PAGE y western blot.

Se utilizé el sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (BIO-RAD) para la preparacién vy
electroforesis de minigeles de poliacrilamida de 1,5 mm de espesor. Los geles fueron corridos a
20 mA constantes en buffer TGS (Tris-HCI 25 mM pH 8,8, glicina 190 mM, SDS 0,1% [m/v]). Se
siguieron los protocolos detallados por Sambrook y colaboradores (Sambrook et al., 1989). La
tincidon con Coomasie Brilliant Blue se realizé incubando los geles en agitacidon durante toda la
noche en solucién de tefiido (Coomasie Brilliant Blue R-250 0,05% [m/v], metanol 40% [v/v],
acido acético 10% [v/v]). Se destifieron realizando dos incubaciones en solucién destefiidora 1
(metanol 50% [v/v], acido acético 10% [v/v]), seguidas de tres incubaciones en solucion
destefiidora 2 (metanol 7,5% [v/v], acido acético 7,5% [v/v]), y una ultima incubacién en agua.
Todas las incubaciones se hicieron durante 30 min con agitacion a temperatura ambiente.

Para la inmunodeteccién, se transfirieron las proteinas a membranas de nitrocelulosa
Hybond ECL (GE Healthcare) utilizando el sistema Mini Trans-Blot (BIO-RAD). La transferencia
se llevd a cabo a 100 V constantes durante 1 h (4 °C), con buffer de transferencia Tris-HCI 50
mM pH 7,5, glicina 196 mM, metanol 20% (v/v). Las membranas fueron tefiidas con solucion
de rojo Ponceau (acido carminico 0,2% [m/v], acido acético 5% [v/v]) para evaluar la eficiencia
de transferencia, y luego bloqueadas durante 1 h con solucién de bloqueo (buffer TBS [Tris-HCI
50 mM pH 8, NaCl 150 mM], leche descremada en polvo 5% [m/v] y Tween-20 0,05% [v/v]). La
inmunodeteccion se realizd incubando las membranas bloqueadas con el primer anticuerpo o
suero diluido en solucién de bloqueo durante 1 h, seguida de cuatro lavados de 5 min con
buffer T-TBS (buffer TBS, Tween-20 0,05% [v/v]). Luego se incubd 1 h con anticuerpos anti-IgG
de ratdn o conejo segun el caso, marcados con fosfatasa alcalina (Cell Signaling Technology),
diluido 1:1000 en solucion de bloqueo. Se realizaron 2 lavados de 5 min con T-TBS, uno con
TBS, y un cuarto lavado con buffer fosfatasa (Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl 2 5
mM). Todas las incubaciones se realizaron con agitacion a temperatura ambiente. El revelado
se realizd 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 aparicion de las bandas. El revelado se fren6 descartando la
solucidn de revelado y lavando las membranas en agua.

Alternativamente, para la inmunodeteccién se emplearon anticuerpos secundarios
anti-1gG de caballo marcados con peroxidasa de rabano diluidos 1:1000 solucién de bloqueo.
Se realizaron 3 lavados de 5 min con T-TBS. El revelado se realizd por la técnica de
electroquimioluminiscencia  (ECL) empleando el kit Bio-Lumina de reactivos
guimioluminiscentes (Kalium Technologies) y se registro la luminiscencia a distintos tiempos de
exposicién empleando un equipo GeneGnome XQR (Syngene).

Los anticuerpos y sueros utilizados se indican a continuacion:
- Suero de ratén o conejo contra VP8* de Rotavirus bovino (Mozgovoj, 2008).

- Suero de ratén 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 Virologia del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria en Castelar).

- Suero de conejo contra Fld de Anabaena sp. (Laboratorio del Dr. Néstor Carrillo del Instituto
de Biologia Molecular y Celular de Rosario).

Cuantificacion de la acumulacion de BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-Eq y VP8d-Eq en hojas de
plantas transplastémicas 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 nitrégeno liquido, se agregd 1 ml de
Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 30 mM, y se sonicd 3 veces durante 15 s con el sistema Heat
System-Ultrasonic. Se centrifugd 15 min a 10.000 xg (4 °C), y se tomo el sobrenadante. Se
determinaron las proteinas solubles totales por el método de Bradford (Bradford, 1976), y se
sembraron entre 0,5 y 30 ug de los extractos proteicos. En paralelo se sembraron distintas
cantidades de albumina sérica bovina (BSA) como estandar de masa. Los geles de
poliacrilamida fueron tefidos con Coomasie Brilliant Blue, y las bandas correspondientes a
BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-Eq, VP8d-Eq y BSA fueron analizadas por densitometria con el
programa Image J (NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij). Se expresd la acumulacidn en funciéon de la
masa que representaba la proteina recombinante respecto de las proteinas solubles totales (%
PST), y también como masa de proteina recombinante obtenida a partir de masa de tejido
fresco o liofilizado (mg/g T).

Secado artificial de las hojas de plantas transplastomicas 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 transplastomicas BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-Eq y VP8d-Eq

Las hojas fueron cortadas en fragmentos pequefios de aproximadamente 1 cm de lado.
Los fragmentos fueron congelados a -80 °C y posteriormente fueron liofilizados sometiéndolos
a un vacio de 0,13 mBar durante al menos 24 hs usando un equipo Freezone Lyph-Lock 6
Freeze Dry System (Labconco). La correcta liofilizacidn se corroboré por comparacion del peso
de los fragmentos antes y después de la liofilizacién. Las muestras liofilizadas fueron
almacenadas a -80 °C.
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Inmunizacion de gallinas con extractos recombinantes conteniendo BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-
Eqy VP8d-Eq

Para los ensayos de inmunizacién se emplearon extractos solubles cuantificados por
densitometria (tal como se describe con anterioridad) tanto de hojas frescas como de hojas
liofilizadas de plantas WT y transplastémicas. Se inmunizaron grupos de gallinas ponedoras
de huevos marrdn claro (n=2) seronegativas para rotavirus. Los grupos fueron inoculados con
3,83 ug de BLSVP8d (de los cuales 2 pg correspondieron a VP8d) o 2 ug de VP8d. La cantidad
de proteina soluble total de los extractos recombinantes frescos o liofilizados fue normalizada
respecto a la cantidad de proteina soluble total en los extractos wild-type respectivos. Las
gallinas recibieron 3 dosis intramusculares de 0,5 ml (antigeno: adyuvante incompleto de
Freund en proporcidn 50:50) en los dias 0, 30 y 75. Se controlé que no aparecieran efectos
adversos en la capacidad ponedoray los sitios de inyeccidn. Se colectaron huevos en los dias O,
87, 94 y 103 post primera inmunizacion (DPI).

Las gallinas fueron obtenidas del bioterio del Centro de Investigacion en Ciencias
Veterinarias y Agrondmicas (CICVyA) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
Castelar. La inmunizacién, manipulacion y coleccién de muestras fue llevada a cabo por
personal entrenado ante la supervisién de un veterinario, de acuerdo con los protocolos
aprobados por el comité de ética y bienestar animal del INTA.

Medicién por ELISA de anticuerpos IgY contra BLSVP8d-Bov, BLSVP8d-Eq y VP8d-Eq en yema
de huevo.

La purificacidn a partir de yema de huevo se adapto de Akita & Nakai (Akita and Nakai,
1993). Se separaron las claras de las yemas, estas Ultimas fueron diluidas con 5 volumenes de
agua destilada. Las muestras de yema fueron congeladas a -80 °C y descongeladas al dia
siguiente en hielo. Posteriormente se centrifugaron a 8000 xg durante 10 min a 4 °C. El
sobrenadante se almacend a 4 °C y se utilizé en la determinacién subsiguiente de IgY. Los
titulos de IgY fueron determinados de acuerdo a Bellido y col (Bellido et al.,, 2012).
Resumidamente, se adsorbié en una placa de 96 pocillos durante toda la noche 1 ug de VP8d
purificada por pocillo en buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6 y se bloqued con Suero Normal
Equino (SNE) 5% en PBS-T por 1 h a 37 °C. Se descarté el buffer de bloqueo y se incubaron
diluciones seriadas al cuarto de las muestras de IgY, comenzando en una dilucién 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 rabano (Sigma Chemical Co., USA).
Luego de un lavado exhaustivo se realizé el revelado con un sistema de ABTS/H202 y se frend
la reaccion por el agregado de SDS 5%. Finalmente se midié la absorbancia a 405 nm, (A405)
en un equipo Multiskan Ex (Labsystems Inc.). Como valor de corte se establecié la densidad
Optica (DO) especifica media mas 3 desvios estandar 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 titulos se expresaron como la reciproca de la dilucién mas alta de IgY que presentd
un valor de DO superior al valor de corte.

Ensayo de neutralizacion viral

Los titulos de neutralizacién viral se determinaron a partir de ensayo de reduccién 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 pL de mezcla y se incubaron por
1 h a 37 °C. Seguidamente se usé esta mezcla para inocular una monocapa (por cuadruplicado)
y se incubd por 48 h a 37 °C. Las placas fueron fijadas posteriormente con acetona 70% vy el
ensayd se reveld usando anticuerpos policlonales anti rotavirus bovino conjugado a
isotiocianato de fluoresceina. Este anticuerpo fue obtenido de la hiperinmunizacién de un
ternero deprivado de calostro. Se consideraron como protectivas las muestras que generaron
una reduccion mayor al 80% de la tasa de infeccidn. El titulo de neutralizacidn viral se calculé

con el método de Reed & Muench considerando la mayor dilucién que resultd positiva (Reed

and Muench, 1938).

Curvas de regeneracion de explantos de N. tabacum que expresan el gen flavodoxina de
Anabaena sp. en presencia de NaCl o Metil Violédgeno

Se realizaron curvas de regeneracién en presencia de diferentes concentraciones de
NaCl o Metil violégeno 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 jovenes 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
(dcido naftalen-acético 0,1 pg/ml y bencilaminopurina 1 pg/ml) que, luego de
aproximadamente un mes, permiten la generacion de nuevos tallos a partir del tejido. El medio
contenia ademas los agentes causantes de estrés salino (NaCl) u oxidativo (metil violégeno) en
diferentes concentraciones. Se pretendié determinar la concentracidn minima de los agentes
estresantes que impide la regeneracién de brotes para cada compuesto. Como situacion
control, se permitié 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 registré periédicamente la capacidad
de regeneracion de los explantos.

En una primera instancia, previo a la colocaciéon de los explantos en las placas
conteniendo el medio de regeneracion, se realizdé un desafio inicial por estrés oxidativo
ocasionado por metil violégeno. Para todos los casos, se prepard una solucion stock fresca, la
cual fue empleada para realizar exposicidn a las siguientes concentraciones del agente: 0 / 0,5
/0,75 / 1/ 1,25/ 1.5 uM. Se ensayaron distintos tipos de exposicidn inicial a este agente
oxidativo. Se realizé la inmersién de los explantos en una solucidn conteniendo medio de
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cultivo MS concentrado o diluido 1:4 y metil violégeno y se aplicd vacio para forzar su ingreso
en el tejido. Alternativamente, en una estrategia menos agresiva, se realizd una inmersion de
los explantos en medio de cultivo concentrado o diluido conteniendo el agente estresante sin
vacio y durante tiempos mds prolongados (21 hs) con agitacion suave en oscuridad.

En una segunda instancia, se evalué la respuesta del tejido frente a estrés salino
(cloruro de sodio). Para todos los casos, se prepard una solucion stock fresca, la cual fue
empleada para realizar exposicidn a las siguientes concentraciones de sal: 0 / 75/ 150/ 175/
200 / 250 / 300 mM. La curva se refind posteriormente hacia los siguientes valores: 0/ 75/ 95
/115 /135 /150 mM.

En el caso del cloruro de sodio, ademas de plantas de tabaco sin transformar (wild-
type), también se analizé en paralelo la regeneraciéon de explantos provenientes de plantas
transformadas a nivel plastidico con el vector pBSW5 UTRFLD portando al gen que codifica la
proteina flavodoxina. Se usaron plantas recientemente transformadas ya que las mismas no
contaban con todas las copias de genoma de cloroplasto con el transgén integrado
(heteroplasticas), situacion similar a la de brotes recientemente regenerados en un esquema
de seleccién por estrés abidtico.
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