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Resumen
“PRODUCCION DE LA PROTEINA At1g28290 EN CULTIVOS DE SUSPENSIONES
CELULARES DE Nicotiana tabacum Bright yellow 2 (T-BY?2) Y EN E.coli”
Por
Liliana del Rocio Cisneros Castillo
Febrero del 2009

Dirigida por: Ma. del Carmen Chavez Parga

La biotecnologia moderna junto con los conocimientos genéticos, se han aplicado en
diversas areas del conocimiento, como en el mejoramiento de las especies en la agricultura,
mediante la extraccion, purificacion, estudio, caracterizacién y obtencion de proteinas contenidas
en plantas. La produccion de estas proteinas recombinantes se realiza en sistemas biologicos
como bacterias y suspensiones de cultivos celulares de plantas. La proteina de interés producida
codificada por el gen At1g28290 ( AtAGP31) esta conferida a las células de hipocotilos etiolados
de Arabidopsis thaliana del compartimiento Ilamado pared celular. A fin de realizar un estudio
preliminar del proceso de produccion de la estructura de la AtAGP31 completa, asi como también
de versiones incompletas, en este trabajo se obtuvieron diferentes construcciones que permiten la
produccion de dos proteinas en suspensiones de cultivos celulares de Nicotiana Tabacum Bright
Yellow 2 (T-BY2): At1g28290c y At1g28290ps+PAC; y una proteina en E. coli; At1g28290PAC.
La proteina recombinante contiene ademas 6x etiquetas de His en C-terminal que permiten la
purificacion por cromatografia de afinidad, y el epitopo V5 mediante el cual se realiza el
reconocimiento por anticuerpos especificos. Se han establecido las condiciones iniciales de
produccion de la proteina en la bacteria E. coli las cuales son: 0.002% de arabinosa inducida a
37°C por 4h. Se obtuvo la transformacion estable de TBY-2 para el clon 41.1 perteneciente a la

construccion At1g28290c/6His/V5 la cual fue verificada por microscopia de fluorescencia
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invertida. En el caso de la construccion At1g28290ps+PAC/6His/V5, el clon 1G.1 fue
seleccionado de las células A. tumefaciens para usarse en la transformacion de T-BY2, la cual

esta aun en desarrollo.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Summary
“PRODUCTION OF THE PROTEIN At1g28290 IN CELLS SUSPENSIONS CULTURES OF
Nicotiana tabacum Bright yellow 2 (T-BY?2) AND IN E.coli”

by
Liliana del Rocio Cisneros Castillo
February 2009

Advisor: Dr. Ma. del Carmen Chéavez Parga

The modern biotechnology with the genetics has been applied in different areas as the
improvements of the crops in agriculture, thought study, characterization and obtaining of plant
proteins. Production of recombinant proteins has been realizing in biological systems such as
bacteria and plant cells suspension cultures. The interesting protein belongs to hypocotils
etiolated cells of Arabidopsis thaliana cell walls; a previous work determined these cells at
growing stage have an abundant O-glycoprotein codified by the At1g28290 gene (AtAGP31). In
order to perform a preliminary study of the protein production process at different types of
versions (complete and truncated protein structure ), it was necessary at this project to get several
constructions allowing production of two proteins in Nicotiana Tabacum Bright Yellow 2 (T-
BY?2) cells suspensions cultures: At1g28290c y At1g28290ps+PAC; and one protein in E. coli;
At1g28290PAC. The recombinant protein AtAGP31 has also 6x tags His in C-terminal which
allow purification process by affinity chromatography; and the epitope V5 allowing inmuno
detection of specific antibodies. As results, this work has established initial conditions of protein
production: 0.002% of Arabinose induction at 37°C for 4h, besides stable transformation of T-
BY2 cells has been achieved in construction At1g28290c/6His/V5 with clone 41.1; results also

was analyzed in invert fluorescence microscopy. Clone 1G.1 from construction
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At1g28290ps+PAC/6His/V5 was screening from transformed A. tumefaciens. After, this clone

was used in stable transformation of T-BY2 which is still in developing.
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NOMENCLATURA

1D-E/2D-E: electroforesis en una o dos dimensiones

AGP: arabinogalacto proteina

AGP-PRP: arabinogalacto proteina-proteina rica en prolina
Ara: arabinosa

ATPasa: adenosin trifosfatasa

BSA: albumina serum de bovino

BY2: bright yellow 2 (Nicotiana tabacum)

cDNA: DNA complementario

C™: Cloramfenicol

Col 0: ecotipo Columbia 0 de A.thaliana

CWP: proteina de pared celular

dNTP: desoxinucleotido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
DTT: ditioteritol

EDTA: acido etilen diamino tetra acético

Gal: galactosa

H/PRP: proteina rica en hidroxiprolina/prolina

H: p-hidroxifenil (unidad de la lignina)

kDa: kilo Dalton

LB medium: medio Luria-Bertani

MALDI-TOF: desorcion/ionizacion mediante laser asistida por matriz en analizador de

tiempo de vuelo.
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MS: espectrometria de masas
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pb: pares de bases

PCR: reaccion de polimerizacion en cadena

PMEs : metil pectina esterasa
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PVDF: floruro de polivinilo

rpm: revoluciones por minuto
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Capitulo 1. Introduccion

Capitulo 1. Introduccion
1.1 Generalidades

La biotecnologia junto con los conocimientos genéticos, se han aplicado en diversas areas
del conocimiento [Sasson, 2004] tal como en la agricultura, cuyo objetivo es la creacion de
cultivos resistentes a virus, herbicidas y ciertas clases de insectos [Manicard, 1999]. Esto se
puede lograr mediante el estudio, caracterizacion y produccién de proteinas contenidas en los
sistemas bioldgicos a utilizar, que en este caso son las plantas. La produccion de proteinas
recombinantes para su estudio y aplicacion, se puede realizar conjuntando técnicas implicitas en
la genética, asi como también principios de ingenieria quimica. Los sistemas en los que se pueden
producir dichas proteinas recombinantes son: en las bacterias y en suspensiones de cultivos
celulares de plantas, cuyas lineas celulares estén bien caracterizadas. El uso de plantas como
sistemas para la sintesis de proteinas recombinantes ha recibido gran atencion recientemente,
debido a las ventajas econdmicas, de escalamiento y seguridad que presentan. Sin embargo, los
sistemas de produccion que utilizan la planta completa carecen de varios beneficios intrinsecos
que los cultivos celulares poseen, incluyendo el control preciso de las condiciones de
crecimiento, la consistencia de produccién, el alto nivel de contencién y la habilidad de producir
proteinas recombinantes de acuerdo a un régimen ingenieril de proceso, [Hellwing y col., 2004],
es por ello que dichos sistemas se usan comunmente para los estudios de caracterizacion; se sabe
que los sistemas de produccién bacteriana son las formas mas comunes y econdmicas de
produccion de proteinas utilizadas hasta ahora, pero al emplear estos sistemas el producto
obtenido presenta problemas de solubilidad en la mayoria de los casos, es por esto que también se
requiere utilizar otros sistemas alternativos de produccion de proteinas, como los cultivos de

suspensiones celulares de plantas [Mee-Jung y col., 2006].

Las proteinas en particular, pertenecen a algun compartimiento celular especifico, en este
caso la proteina de estudio se encuentra en un compartimiento extracelular de la planta
Arabidopsis thaliana, llamado pared celular. La pared celular de plantas exhibe un desempefio
importante debido a que no solo fortalece la estructura de la planta, también tiene funciones
centrales en la diferenciacion celular, comunicacién intracelular, crecimiento, transporte de agua

[Cosgrove, 2005] y defensa en la planta [Day, 2007].
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Capitulo 1. Introduccion

La pared celular estd compuesta de: celulosa, que es el resultado de uniones (1,4)-B-D
glucosidicas; ademéas de xiloglucano y arabinoxilano, que son las dos hemicelulosas mas
importantes; pectina que es un complejo grupo de polisacaridos entre los que destacan
homogalacturonano y ramnogalacturonano | y II, covalentemente unidos [Sticklen, 2008];
proteinas estructurales como glicoproteinas ricas en Hidroxi-Prolina (HRGPS), proteinas ricas en
HidroxiProlina/Prolina (H/PRPs) y proteinas ricas en Glicina (GRPs) [Showalter, 1993]; y
lignina que es un material hidrofébico [Fry y col., 1992]. Estos complejos polisacaridos y
proteinas estructurales se entrelazan [Vorwerk y col., 2004] formando una estructura fibrosa
[Cosgrove, 2005] donde las microfibrillas de celulosa estaran adheridas [Vorwerk y col., 2004]. La
construccion de esta red compleja involucra interacciones fisicas y quimicas entre los
polisacaridos después de su secrecion en el espacio intracelular y las enzimas las cuales son

probablemente las reguladoras del ensamble de la pared [Carpita y col., 1993].

Mas de 400 proteinas de pared celular (CWPs) de Arabidpsis thaliana han sido descritas
gracias al andlisis sistematico protedémico [Willats y col., 2001]. Otro tipo de proteinas han sido
clasificadas considerando su interaccion con los componentes de la pared celular, asi como
también las diferentes maneras de separarlas: CWPs que pueden o no tener una minima
interaccion con los componentes de pared celular (proteinas “labiles”), CWPs que pueden estar
débilmente adheridas a la matriz de polisacaridos y CWPs que tienen una fuerte interaccién con
la matriz [Vincken y col., 2003]. Un estudio proteémico realizado en el laboratorio mostro la
presencia de una proteina abundante localizada en la pared celular de los hipocétilos etiolados de
A. thaliana, este tipo de células son un interesante modelo para estudiar el fendmeno de
elongacion debido a que su tamafio se incrementa rapidamente durante la germinacion
especialmente en la oscuridad [Willats y col., 2001]. Esta proteina es codificada por At1g28290 y
clasificada como una arabinogalacto proteina no clasica (AGP) en base a su marcada reactividad
con el agente Yariv [Tierney y col., 1987]. Varias lineas de evidencia han sugerido que este tipo
de proteina tiene un desempefio importante en la division celular, interaccién y la expansion
celular, pero en cualquier caso no se le ha asignado ninguna funcién biolégica o actividad en

particular.

At1g28290 codifica una proteina rica en prolina de 359 amino acidos, con 4 diferentes

dominios: una sefial péptida; un dominio rico en prolina donde se encuentran un mdédulo
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Capitulo 1. Introduccion

APAPAP y 6 dupletes solos AP, distribuidos en el dominio PRP (los sitios AP sugieren posibles
sitios O-glicosiolados); un dominio central repetitivo en donde el cuadripéptido degenerado
PP(A/VIT) (K/Y) es caracteristico de una clase de AGPs no clasicas y un dominio C-Terminal
nombrado PAC (por PRP y AGP, que contiene cisteinas) [Tierney y col.,1987; Cassab y col.,
1988], que contiene 6 cisteinas conservadas, existiendo dos potenciales sitios N-glicosilados en la
region PAC.

1.2  Objetivo

Realizar un estudio preliminar del proceso de produccion de la proteina At1g28290 en
suspensiones de cultivos celulares de Nicotiana tabacum Bright Yellow 2 (T-BY2) y en la

bacteria E. coli.
1.3 Objetivos particulares

Lograr la obtencion de un ADN complementario (ADNc) ‘completo’ que cubra toda la

secuencia codificada por el gen At1g28290 para la produccion de la proteina.

Realizar la  clonacion de las  construcciones  Atlg28290c/V5/6His y
At1g28290ps+PAC/V5/6His mediante las reacciones cataliticas descritas en el sistema pBAD

TOPO®, y fermentaciones en bacterias E. coli.

Obtener Cepas de A. tumefaciens que contengan el plasmido inducido en las
construcciones clonadas, que permitan la produccion de la proteina completa y el dominio PAC

en las suspensiones de cultivos celulares de T-BY2.

Producir la proteina At1g28290 completa, asi como también otras versiones incompletas
entre las que se encuentre solo el dominio PAC en suspensiones de cultivos celulares de tabaco
(T-BY?2).

Desarrollar las construcciones requeridas que contengan el dominio PAC en fusion con la
etiqueta 6His y el epitopo V5, asi como lograr la produccion de la proteina codificada por dicho

dominio en la bacteria E. coli.
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1.4 Justificacion

Algunas aplicaciones de la biotecnologia, como la produccién de metabolitos secundarios
en las suspensiones de cultivos celulares de plantas, preparacion de biomasa en procesos
industriales, conversion de celulosa para la produccion de bioetanol; en los sistemas agricolas,
para el mejoramiento de los cultivos mediante transformaciones que incrementen la resistencia a
los ataques de patdgenos y la reduccion de los requerimiento de agua; entre otros, se enmarcan en

el uso de las proteinas como materia prima.

Es por ello, que es necesario el estudio de sistemas de produccién que permitan obtener
grandes cantidades de proteina tanto en suspensiones de cultivos celulares de plantas como en
bacterias, para que en estudios posteriores de caracterizacion se proporcione informacion acerca
del desempefio que puede tener la proteina, y por tanto lograr descifrar sus posibles aplicaciones

biotecnologicas a futuro.
1.5  Hipdtesis

La utilizacion de reacciones cataliticas, fermentaciones y técnicas bioldgicas permitiran la
produccion de la proteina At1g8290, asi como distintas versiones truncadas entre las que se
encuentre el dominio PAC en suspensiones de cultivos celulares de T-BY2 y en la bacteria E.

coli, las cuales seran empleadas para estudios de caracterizacion y funcionalidad de la misma.
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Capitulo 2. Marco teoérico

2.1  Biotecnologia: Produccion de proteinas recombinantes

La biotecnologia moderna no es algo milagroso sino la consecuencia de mas de 50 afios
de investigaciones bioldgicas, desde el descubrimiento de la estructura del ADN; algo que
produjo una avalancha de resultados y avances en todas las ramas de la biologia, microbiologia,
genética, fisiologia entre otros, tanto de los microorganismos como de las plantas y los seres

humanos [Sasson, 2004].

La biotecnologia se divide en tres partes: la médica-farmacéutica; la verde, que trata de
los cultivos, la agroindustria y la alimentacién; y la ambiental o blanca, en la que se engloban
todas las areas que tratan los desechos y trabajan para descontaminar el ambiente, ademas de la

biotecnologia industrial, que estudia los bioplasticos y biocarburantes [Manicard, 1999].

La produccion de proteinas recombinantes es parte de la biotecnologia verde, y diferentes
técnicas para lograr su obtencion han sido desarrolladas en las ultimas cinco décadas, iniciandose
con la aplicacién de las suspensiones de cultivos celulares de plantas en la produccion de
proteinas de bajo peso molecular. Aunque se ha considerado recientemente la idea del desarrollo
de técnicas de produccion de proteinas recombinantes utilizando a la planta como sistema, las
posibilidades de contaminacion con agrogquimicos, el impacto de virus y enfermedades, asi como
también la variabilidad en las condiciones de cultivo; hacen parecer estos sistemas poco viables
en comparacion con la aplicacion de las suspensiones de cultivos celulares como sistemas de
produccion; ya que eliminan las desventajas antes descritas, y ademas, mantienen caracteristicas
deseables como la aplicacion de estos sistemas a escalas industriales, menos cantidad de equipo y
bajo costo de produccion, reduccion del tiempo de produccidn; caracteristicas de calidad iguales
en todos los productos debido a que sus condiciones de cultivo son controlables facilmente. El
uso de las suspensiones de cultivos celulares de plantas en la produccion de proteinas
recombinantes se ha enfocado solo en cierto numero de lineas celulares cuyo genoma se conoce,
siendo las mas utilizadas las suspensiones de cultivos celulares de tabaco, ya que se han
producido mas de 20 proteinas recombinantes en T-BY2, entre algunos ejemplos podemos
mencionar anticuerpos, enzimas, hormonas, entre otras; que tienen aplicaciones en distintos

campos desde el farmacéutico hasta el industrial [Hellwing y col., 2004].
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Los cultivos celulares como sistemas de produccién seleccionados pueden mantener como
en las bacterias seleccionadas, un medio de sintesis que permita producir las proteinas; sin
embargo, una de las ventajas que contienen los cultivos celulares es que pueden producir
proteinas tan complejas como las glicoproteinas. Por tanto las suspensiones de cultivos celulares
de T-BY?2 son utilizadas como productoras de proteinas debido a su estabilidad y caracteristicas
favorables durante el proceso de transformacidn. Una de las maneras mas comunes de produccion
de proteinas recombinantes es mediante la bacteria E. coli, ya que esta al igual que la suspensién
de cultivos celulares de plantas pueden mantenerse facilmente, logrando producir grandes
cantidades de proteina y dicha produccion es lograda también a nivel industrial, evitan la
degradacion de las proteinas recombinantes producidas por medio de sus proteasas; sin embargo,
una de sus mayores desventajas es la presentada durante el proceso de produccion final y
purificacién; ya que en el primero algunas proteinas complejas pueden no alcanzar su
conformacién estructural original, sintetizando con ello cuerpos proteicos oclusados que hacen

que el proceso de purificacion pierda su eficiencia [Mee-Jung y Sang., 2006].

2.2 La pared celular

La pared celular de plantas tiene funciones importantes no solo en el fortalecimiento de la
estructura de la planta si no también en la diferenciacion celular, la comunicacién intracelular, el
crecimiento de la planta, el intercambio de agua [Cosgrove, 2005], y defensa [Day y Graham.,
2007]. La pared celular de plantas constituye la materia prima usada en la manufactura de
diferentes productos industriales tales como textiles, papel, peliculas, madera y etanol, esperando
este ultimo se convierta en el combustible mas usado en el mundo [Sticklen, 2008]. La pared
celular primaria representa la interface dinamica entre la célula de la planta y su ambiente, el cual

incluye células que se encuentren cercanas (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Vista general de la pared celular de plantas (Cosgrove, 2005).

Las paredes celulares de plantas son como un concreto reforzado hecho a base de celulosa
(grava), impregnada en la matriz de polisacéridos y proteinas (cemento) [Showalter, 1993]. Sin
embargo, esta analogia no permite capturar la dinamica natural de la pared celular y su habilidad
para alterar su composicion fisica y sus propiedades. A medida que la célula crece, adquiere una
estructura y forma, asi como también sirve de almacenaje [Fry y col., 1992], y ademas esta
involucrada directamente en la division y diferenciacion celular. La pared celular protege contra

los diferentes estreses bidticos y abioéticos [Vorwerk y col., 2004]

En ciertos tipos de células, una vez que se ha alcanzado el maximo punto de desarrollo,
una pared celular secundaria es construida entre la pared celular primaria y la membrana

plasmatica.
Entonces, tres estratos se pueden encontrar en la pared celular de plantas:

e La pared celular primaria, la cual generalmente es una capa delgada, flexible y
extensible formada mientras la célula esta en crecimiento.

e La pared celular secundaria, formada una vez que la célula ha dejado de crecer; es
una capa densa la cual no todos los tipos de células la poseen. En algunas células
tales como xilemas, la pared celular secundaria contiene lignina la cual da fortaleza a
la estructura y defensa en contra del agua.

e La lamela media, rica en pectinas, es la capa méas extensa formada en la interface

entre las células adyacentes, manteniéndolas a estas unidas.
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2.3 Componentes de la pared celular

La pared celular estd compuesta de polisacaridos complejos y proteinas estructurales que
se entrelazan longitudinalmente y forman estructuras cristalinas de celulosa [Carpita y Gibeaut.,
1993]:

Celulosa. La celulosa es el resultado de uniones (1,4)-B-D-glucosidicas. Numerosas
cadenas paralelas de estas uniones se encuentran fuertemente adheridas por puentes de
hidrogeno formando una microfibrilla cristalina, la cual es mecanicamente fuerte y
altamente resistente al ataque enzimatico. Las microfibrillas se encuentran incrustadas en la

red hecha de complejos polisacaridos.

Hemicelulosas. Xiloglucano y arabinoxilano son las dos mas abundantes
hemicelulosas. El xiloglucano tiene una estructura basica similar a la de la celulosa, pero es
decorado con ramificaciones de xilosa. El arabinoxilano consiste en una estructura base
formada de unidades D-xilosa unidas mediante enlaces 3 (1, 4) decorado con ramificaciones

de arabinosa.

Pectinas. Es un complejo y heterogéneo grupo de polisacaridos los cuales se
encuentran covalentemente unidos [Willats y col., 2001]. Los componentes de la pectina
son: Ramnogalacturonano I, que consiste en residuos de acido D-galacturénico enlazado en
a (1-4) con restos de L-ramnosa intercalados con un enlace a (1-2); homogalacturonano
compuesto de residuos de acido D-galacturénico unidos por un enlace a (1,4) [Vincken y
col., 2003]. Ramnogalacturano 1l, el cual es un complejo dominio que contiene 11
diferentes tipos de azucares residuales.

Proteinas. Las proteinas estructurales, pueden ser clasificadas en tres grupos de
acuerdo con su composicion aminoacida predominante: Glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina (HRGP), como las extensinas, las cuales se convierten en insolubles dentro
de la pared celular primaria; proteinas ricas en HidroxiProlina/Prolina (H/PRP); y proteinas
ricas en glicina (GRP) [Tierney y Varner, 1987].

Lignina. Lignina es un complejo material hidrofobico, el cual rellena los espacios

vacios entre los componentes de la pared celular primaria: celulosa, hemicelulosa y pectina,
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formando asi la pared secundaria. Esta solo se puede encontrar en ciertos tipos de células:
traqueidas, sclereidas y xilemas. La Lignina esta covalentemente unida a la hemicelulosa y
entrecruza diferentes tipos de polisacaridos de la planta, confiriendo con esto fortaleza
mecénica a la pared celular [Cassab y Varner., 1998].

2.4 Organizacion de la pared celular

La pared celular tiene una estructura similar a la fibra de vidrio [Cosgrove, 2005], donde
la celulosa se encuentra incrustada en una matriz compleja de polisacaridos, en las que se
encuentran las pectinas y las hemicelulosas. Los polisacaridos que unen a la celulosa son las
hemicelulosas, formando juntos una primera red la cual es muy fuerte. Una segunda red es
formada por proteinas estructurales como las extensinas, estas ultimas junto con la primera red se
encuentran incrustadas en la matriz de pectinas. Las pectinas tienen diferentes funciones entre las
que destaca la formacion de hidrogeles, los cuales empujan y separan a las microfibrillas,
facilitando el deslizamiento de estas durante el proceso de crecimiento celular, y fijandolas una
vez que el crecimiento de la célula ha cesado [Thomson y Fry., 2000]. Las hemicelulosas y
pectinas tienen una funcién muy importante en la determinacion del grosor y la porosidad. Las
pectinas son también los primeros blancos de ataque de los patdgenos y asi como también, las
respuestas de defensa de las plantas [Vorwerk y col., 2004]. En la figura 2.2 se muestra a la
celulosa localizada en las microfibrillas (barras moradas), la cual es sintetizada por largos
hexameros complejos en la membrana plasmatica, mientras que las hemicelulosas y pectinas son
sintetizadas en el aparato de Golgi y depositadas en la superficie de la pared celular por las
vesiculas. Para una mayor claridad la red de hemicelulosas es mostrada en la parte izquierda de la
pared sin las pectinas, sin embargo estas ultimas se encuentran enfatizadas en la parte derecha de
la figura 2.2. En la mayoria de las especies de plantas, la hemicelulosa mas importante es el
xiloglucano (azul), mientras que en las hemicelulosas arabinoxilano (gris) y manosas (las cuales
no se muestran) se encuentran presentes en menor cantidad. Dentro de los principales
polisacaridos de la pectina se encuentran los ramnogalacturonanos | y I, y el
homogalacturonano, con pequefias cantidades de xilogalacturonano, arabinano, arabinogalactano
I (no mostrado). Se cree que los dominios pertenecientes a la pectina estdn covalentemente

unidos entre ellos, sin embargo, también se encuentran unidos mediante enlaces no covalentes a
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xiloglucanos. Polisacaridos neutrales de la pectina (verde) pueden ser capaces de unirse a la

superficie de la celulosa.

Cytoplasm ] “f /

Vesicles

Celluloze synthase
complex

D Cellulose Main pectin domaire
Ramnogalacturonano |

Main hemicelluloses

—  Xyloglucan

L
PSSP

" Arabinoxylan w Xiloglucano
-

Homogalacturonano

Arabinano

Ramnoaalacturonano 11

Figura 2.2. Estructura de la pared celular primaria (Cosgrove, 2005).

Ensamble de la pared: Después su secrecion hacia el espacio extracelular, los polimeros

deben de ser ensamblados dentro de una estructura, con un especifico arreglo y ensamble. La
matriz de polisacaridos se asocia entonces con las microfibrillas de celulosa para formar una
extensible y fuerte red. No se cuenta con un conocimiento amplio acerca de la construccién de
esta compleja red. Dicha construccion involucra interacciones fisicas y quimicas entre los
polisacaridos localizados en la pared y los catalizadores que median el ensamble. Por ejemplo, el
xiloglucano es una hemicelulosa abundante en la pared celular primaria, y se cree se entrelaza
con las microfibrilas [Lloyd y Chan, 2004]. La integracion de la matriz de polisacaridos
secretados a la superficie puede ser también mediada mediante catalizadores tales como las
endotransglicolasas las cuales cortan y ligan juntas a las glucosas. Un ejemplo de esta clase de
catalizadores son las XTHs (xiloglucano endo trans glicolasas/hidrolasas) que especificamente
cortan la estructura base resultado de la union glucosidica con la xilosa, construyéndose con las

nuevas estructuras glucosidicas una union con otra cadena de xiloglucano libre [Cosgrove, 2005].
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2.5

Plasticidad de la pared celular durante la elongacion

La expansidn de la pared celular puede ocurrir a través de diferentes mecanismos, ya sea

un crecimiento difuso que permita la expansion isodiamétrica o una elongacion dirigida. Este

ultimo tipo puede ocurrir de manera difusa o dirigido con una trayectoria (enfocado en un region

precisa de la célula). Sin embargo, con un crecimiento difuso diferentes paredes se pueden

alargar a diferentes velocidades o direcciones dependiendo de las condiciones de estrés y las

variaciones estructurales. Cualquiera que sea el tipo de crecimiento, la integracion polimérica, la

relajacion del estrés y el corte deben ocurrir [Lloyd y Ray, 1992].

2.6

Sintesis de la pared. La expansion de la pared celular es coordinada generalmente con

la sintesis polimérica y la secrecion, a un potencial de hidrégeno (pH) bajo en el
compartimiento extracelular (crecimiento &cido) cortado por auxinas via activacion
por adenosin trifosfatasa (ATPasa). El efecto de la disminucion del pH es la

activacion hidrolitica, especificamente la hidrolisis del xiloglucano [Cosgrove, 1997].

Relajacion del estrés y extensibilidad: La relajacion del estrés es una propiedad de las

paredes celulares en crecimiento como consecuencia de la turgencia de la célula. Esta
presion de turgencia, es la fuerza generada por el agua y ejercida en la membrana
plasmatica y en la pared celular resultando en la rigidez de la planta. La relajacion del
estrés en la pared permite el corte y deslizamiento de los polimeros de la pared
celular, asi como también reduce la presion de turgencia y el potencial agua. Sin
dicha relacion, el proceso de sintesis y expansion de la pared no podria realizarse.
Posibles agentes de la relajacion del estrés y extensibilidad son endo-1,4-B-D-
glucanasas, XTHs, metil pectina esterasas (PMES) y expansinas las cuales todas

acttan en los polisacaridos de la pared celular [Cosgrove, 1999].

Estudio sistematico protedmico

Uno de los objetivos particulares del andlisis sistematico proteébmico en los

compartimientos celulares es la identificacion de las proteinas que estan presentes. Este objetivo

puede ser alcanzado usando un eficiente proceso de separacion para cada compartimiento celular

de interés. En el caso de la pared celular, los procesos de separacion seleccionados deben reducir
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las pérdidas de las proteinas de pared celular y evitar la contaminacién con proteinas

intracelulares [Feiz y col., 2006; Borderies y col., 2003].

En afios recientes, los estudios proteémicos han dado un nuevo significado a la
composicion proteica de la pared celular. Alrededor de 400 CWPs de A. thaliana, el cual
representa un cuarto de su protedmica estimada en la pared celular, ha sido descrita [Irshad y col.,
2008].

En otro tipo de proteinas, como las enzimas; se ha reportado que poseen diferentes
variedades de funciones centrales. Se han dividido en tres tipos considerando sus interacciones
con los componentes de la pared celular, y las diferentes maneras de separarlas. CWPs que
pueden o0 no tener una minima interaccion con los componentes de la pared celular, llamados
proteinas “labiles”, las cuales se mueven libremente en el espacio extracelular. CWPs que pueden
estar débilmente unidas a la matriz con fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrégeno e
interacciones de tipo hidrofébico o ionico. Finalmente las CWPs mas dificiles de identificar son

aquellas que tienen una fuerte interaccion con la matriz.

Todas las proteinas de pared celular poseen una sefial péptida a fin de poder ser

secretadas.

Por tanto, utilizando la proteémica y la bioinformaética, ha sido posible la clasificacion de
las proteinas labiles, asi como también de las proteinas que estan débilmente unidas, en grupos en

base de sus funciones bioquimicas y bioldgicas predictivas [Thomson y Fry., 2000]:

e Proteinas que actian en los polisacaridos incluyendo hidrolasas glicosiladas,
esterasas, liasas y expansinas (29.5%).

e  Oxido-reductasas, como peroxidasas (13.5%)

e  Proteinas estrucutrales (1.5%)

e  Proteinas involucradas en la sefializacion (8%)

e  Proteasas (10%)

e  Proteinas con dominios interactivos (10%)

e  Proteinas variadas (16.5%)

e  Proteinas con funcion desconocida (10%)
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Debido a los recientes estudios protedmicos, la pared celular ha sido mostrada como una
estructura dinamica y es importante considerar que las proteinas varian en su abundancia,
dependiendo del tipo de célula, del grado de maduracién y del estrés previo al que haya sido

sometida la célula.

Un estudio protedmico realizado en el laboratorio [Irshad y col., 2008], mostré la
presencia de una abundante proteina localizada en las paredes celulares de los hipocotilos
etiolados de A. thaliana, como se muestra en la figura 2.3, donde la proteina codificada por
At1g28290 fue aislada e identificada y posteriormente separada de las proteinas extraidas por
cromatografia de intercambio idnico y analisis 1D-E por MALDI-TOF MS. En la derecha se
indican los marcadores de masa molecular. Esta proteina esta codificada por At1g28290 y
clasificada como una arabinogalacto proteina no clasica (AGP) en base a su marcada reactividad
con el agente Yariv [Cosgrove, 1999]. Este tipo de proteina es rica en galactosa (Gal) y arabinosa
(Ara). Las arabinogalacto proteinas (AGPs) constituyen una clase particular de HRGPs. Estas son
altamente glicosiladas. Mdltiples formas de AGPs han sido encontradas en las hojas de las
plantas, ya sean en la pared 6 asociadas a la membrana plasmatica, estas despliegan los mismos
patrones de expresion especificos.

Varias lineas de investigacion sugieren que este tipo de proteina tiene un desempefio
importante en la division celular, en la interaccion célula-célula y en la expansion celular, pero en
cualquiera de los casos ninguna funcion bioldgica o participacion de una clase particular AGP le
ha sido asignada.

- o T

At1g28290%

kDa

Figura 2.3. Andlisis de proteinas extraidas por CaCl, y LiCl de paredes celulares de hipocotilos etiolados de 11 dias

[Irshad y col., 2008].
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2.7  Estructuray propiedades de At1g28290

At1g28290 codifica una proteina rica en prolina de 350 aminoacidos con 4 distintos

dominios funcionales:
e Una sefial péptida
e Un dominio rico en histidina
e Un domino central repetitivo rico en prolina
e Undominio C-terminal no rico en prolina

En el dominio rico en prolina existen solo cinco tipos de amino acidos: 45% de prolina,
18.2% de lisina, 15.7% de valina, 6.3% de alanina y 3.8% de tirosina, formando unidades exactas

diferentes repetitivas [van Hengel y col., 2003].

Existen dos repeticiones con 31 amino acidos traslapados con 4 repeticiones cortas de 20
aminoacidos compuestos de diferentes variantes de las unidades repetitivas basicas PP (A/V/T)
(K/Y). Este cuadripéptido degenerado es diferente del tipico pentapéptido PPV X (K/T) de las
PRPs y es caracteristico de una clase de AGPs no clasicas. También At1g28290 tiene una region
C-terminal con 6 residuos conservados de cisteina, siendo nombrada como PAC (por PRP vy
AGP, conteniendo cisteinas) [Liu y Mehdy, 2007; Sambrook y col., 1989]. Este dominio también

existe en el OLE E 1 alérgenos de Olea europea.

Precediendo el dominio rico en histidina, existe un médulo APAPAP con 6 dupletes AP
distribuidos en el dominio PRP, sugiriendo que estos AP son sitios de adhesidn de carbohidratos
(posibles sitios O-glicosilados). Existen 2 posibles sitios N-glicosilados en la region PAC (Figura
2.4)
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STVVVNKLVYGLFNVGPFAFNPSCPK

Figura 2.4. Estructura de At1g28290 (comunicado personal de E. Jamet).

Las proteinas que tienen una estructura similar, una sefial péptida predictiva, un segmento
N- terminal rico en histidina, una region rica en prolina y un dominio PAC, han sido identificadas
segun el arbol que ha sido generado (Figura 2.5) por el alineamiento de la secuencia completa de
aminoacidos de muchas proteinas que han sido identificadas como homodlogas a la proteina
AtGP31 (At1g28290): PVPRP1 (Frijol francés), HyPRP1 (algoddn [Gossypium hirsutum]),
DcAGP1 (zanahoria [Daucus carota]), NaPRP4, NtTTS1 y NtTTS2 (tabaco). Los numeros
indican el porcentaje de arranque de 1000 repeticiones. Dos genes han sido encontrados en el
genoma de Arabidopsis y estos comparten caracteristicas similares con At1g28290, estos genes
son AtAGP30 y At2g34700, el primero no posee el dominio rico en histidina [Laemmli, 1989] y

el segundo solo tiene el dominio PAC.
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Figura 2.5. Arbol filantrépico (comunicado personal de E. Jamet).

Esta O-glicoproteina codificada por At1g28290 fue encontrada muy abundantemente en
las paredes celulares de los hipocotilos etiolados elongados. Las células de hipocotilos etiolados
de A. thaliana son un interesante modelo para estudiar la elongacion. Cerca de 20 capas de
células constituyen a los hipocétilos en estado embrionario. Su tamafio se incrementa

rdpidamente y de manera considerable durante la germinacion, especialmente en la oscuridad.
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Capitulo 3. Materiales
3.1 Material de plantas
Se usaron Plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Colombia 0 (Col 0).

Cultivos de suspensiones celulares de Nicotiana Tabacum Bright Yellow 2 (T-BY?2)

fueron usadas para producir las proteinas recombinantes [Liu y col., 2007].
3.2  Secuencias de ADN complementario

ARN total de 11-dias de hipocétilos etiolados de A. thaliana fueron usados a fin de
obtener los fragmentos de ADN esperados por transcripcion reversa-reaccion de
polimerizacion en cadena (RT-PCR).

Plasmido pdal9846 (clone RAFL 16-52-105) fue obtenido de RIKEN
BioResource Center (www.brc.riken.jp/inf/en/index.html). Este clon contiene un ADN

complementario (CADN) que corresponde al gen At1g28290 (Figura 3.1).

Insart <% promotor T3
Sal lkxhe | 5 5 BamH |
Modified bluescript 2 . cONA < promotor T7
' —~fi) .
Lambda PS after Excision B R <+ Iniciador forward (Fwd)
7
(1st-BS, 2nd-NX/X) E primer
Fwd‘ ‘Rev =+ Iniciador reverse (Rev)
primer

<+ Secuencia (CADN)

vector insertada

Figura 3.1. Plasmido pda 19846; (http:// www.brc.riken.jp/inf/en/index.html).
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3.3 Oligonucledtidos iniciadores especificos
3.3.1. Disefio de oligonucle6tidos iniciadores especificos.

Se disefiaron oligonucledtidos iniciadores especificos para la secuencia
correspondiente a At1g28290 (Tabla 3.1) y ordenados a EUROGENTEC S.A. (Seraing,

Bélgica).
Tabla 3.1. Secuencias de los oligonucle6tidos iniciadores.
Oligonucleotidos Tm Numero de Secuencias de los nucle6tidos escritas en
iniciadores especificos [=]°C nucleétidos direccién 5’ a 3’
S1 58.0 22 ATGGGTTTCATTGGTAAGAGTG
AS1 66.2 22 TTTGGGGCAAGACGGGTTAAAG
S2 63.7 22 TTCAACCGTAGTCTAGTCGCCG
AS2 70.3 21 CTTAGGCGGGTAAACCGGCGG
S3 66.3 30 TCCTCTGTCTTCACTTTCAACCGTAGTCTA
AS3 66.3 30 TAGACTACGGTTGAAAGTGAAGACAGAGGA

3.3.2. Disefio de oligonucledtidos iniciadores especificos Gateway®.

Se obtuvieron oligonucledtidos iniciadores internos Gateway® de EUROGENTEC
S.A. (Seraing, Bélgica). El disefio de estos iniciadores internos fue previamente realizado en

el laboratorio (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Oligonucledtidos iniciadores especificos Gateway®.

Oligonucleotidos Tm[=] °C Numero Secuencias de los nucle6tidos escritas en direccion
iniciadores internos de 5a3d
Gateway® nucledtidos
GTW-Int-S1 60 30 GGAGATAGAACCATGGGTTTCATTGGTAAG
GTW-Int-AS1 62 33 CAAGAAAGCTGGGTCTCAATGGTGATGGTGATG
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3.3.3. Integracion de sitios attB.

Para generar los fragmentos de ADN adecuados para ser utilizados como sustratos en
la reaccion recombinante BP de Gateway® con el vector donador, serd necesario incorporar
los sitios attB dentro de los fragmentos de ADN. Se disefiaron las secuencias de los

oligonucledtidos iniciadores universales Gateway ® (Tabla 3.3)

Tabla 3.2. Secuencias de los oligonucle6tidos iniciadores universales Gateway®.

Oligonuclettidos Tm NUmero de Secuencia de los nucleotidos escritas en direccién
iniciadores universales [=]°C nucleétidos 5'a3’
Gateway®
GTW-Universal- 70 49 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC
attB1 forward primer GAAGGAGATAGAACCATG
GTW-Universal- 62 33 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC

attB2 reverse primer

3.4  Cepas bacterianas
3.4.1. Cepas Escherichia coli DH5a™

Se usaron Cepas pertenecientes a Library Efficiency® Chemically Competent
Escherichia coli DH50™ (ref. 18262-014, Invitrogen, Carlsbad, San Diego, CA, EUA). La

seleccion de esta cepa fue realizada bajo las siguientes condiciones:

e La sensibilidad a los antibidticos gentamicina y espectinomicina permitieron la
seleccion de las bacterias resistentes transformadas.

e Alta eficiencia en la recuperacion de los clones obtenidos por la sensibilidad del
producto generado por el gen ccdB (presente en los vectores donador y destinacién
antes de la recombinacion). Las condiciones de cultivo fueron: Agitacion a 250 rpm,
temperatura de 37 °C en el medio liquido LB (Luria—Bertani) con gentamicina a 7.5

ug-mL™y espectinomicina a 100 pg-mL™ (ver apartado 3.5).
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3.4.2. Cepas Top 10® Chemically Competent E. coli

Se utilizaron cepas Top 10® Chemically Competent E. coli (KNM 4600-04,
Invitrogen, Carlsbad, San Diego, CA, EUA) para la clonacion y expresion de las proteinas
recombinantes en el vector pPBAD TOPO® TA Expression (ref: K4300-01, Invitrogen,
Carlsbad, San Diego, CA, EUA).

Las condiciones de crecimiento fueron 37 °C y 250 rpm en medio LB (Luria-

Bertani) con ampicilina a la concentracién de 100 pg-mL™,
3.4.3. Cepas LBA 4404 de A. tumefaciens

Se usaron cepas LBA 4404 de A. tumefaciens para la transformacion en plantas. Este
tipo de cepas posee resistencias contra la estreptomicina rifampicina. Cuando las cepas se
transforman con el vector Gateway® expresion, estas adquieren resistencia a la

espectinomicina.
3.5  Medios de Cultivo bacterianos
3.5.1. El medio Luria-Bertani (LB)

Es un medio nutricionalmente rico, usado principalmente para el crecimiento
bacteriano. También es conocido como caldo Luria. Este medio fue utilizado para el
mantenimiento y cultivo de las cepas de E. coli y A. tumefaciens. La formulacion del medio
LB (Sambrook y col., 1989) es:

Paral L:

a 950 mL de agua desionizada, agregar:

e  Bacto-triptona 10 g
e  Extracto de bacto-levadura 5 g
e Cloruro de sodio (NaCl) 10 g

Ajustar el volume a 1 L con agua desionizada y fijar el pH a 7.0 con hidroxido de sodio

(NaOH) 5 N (~ 0.2 mL).
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El medio que contiene agar (medio solido LB) fue preparado de acuerdo a las
instrucciones anteriores excepto que se agrego agarosa a 15 g-L™ antes de introducirse a la
autoclave. La esterilizacion del medio fue realizada por 20 min a 120 °C y 14.5 psi [Guzzard y
col., 2004].

Durante la seleccion de las bacterias transformadas diferentes concentraciones y clases de
antibioticos fueron utilizados para preparar los medios LB liquido y sélido:

e Ampicilinaa 100 pg-mL™

e  Cloramfenicol a 70 pg-mL™

e Gentamicinaa 7.5 pg-mL™

e  Estreptomicina a 100 pg-mL™
e  Espectinomicina a 100 pg-mL™
e Kanamicinaa 100pg-mL™

e Rifampicinaa 50 pg-mL™

3.5.2. Medio de cultivo SOC

El medio SOC es un medio nutricionalmente rico utilizado en el crecimiento
bacteriano, quizas es el segundo medio maés utilizado para el cultivo de E. coli en biologia
molecular después del medio LB. Este medio fue utilizado durante la transformacion de las
cepas de E. coli por el vector pPBAD TOPO® y los vectores de Gateway® Technology

La composicién del medio SOC es:

e 2% triptona

e 0.5 g de extracto de levadura
e 10 mM NaCl

e 25mMKCI

e 10 mM MgCl,

o 10 mM MgSO4
e 20 mM glucosa.

La temperatura de almacenamiento fue a 4°C.

El medio fue esterilizado por 20 min a 120° C y 14.5 psi.
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3.6 Medio de cultivo para células de Tabaco (medio T-BY2)

Se prepard el medio LS (Linsmaier y Skoog, 1965) (ref: L0230.0050 DUCHEFA,
Haarlem, Netherlands) con sacarosa (30 g-L™) para el sub-cultivo de células de tabaco. Se
agregaron dos antibi6ticos al medio liquido: kanamicina (50 pg-mL™) y carbenicilina (500
ng-mL™). Para el medio sélido, la preparacion es la misma exceptuando que se agregd agarosa a
la concentracion de 15 g-L™ antes de la esterilizacién. Ademas que la concentracion de la
kanamicina fue de 100 ug-mL™. Se incluy6 kanamicina debido a que los fragmentos de ADN de
interés deben de ser insertados en vector pK7WG2D, 1 el cual posee resistencia a este antibidtico.

Carbenicilina fue afiadida para prevenir el crecimiento A. tumefaciens [Guzzard y col., 2004].
3.7 Vectores usados en la clonacion
3.7.1. Vector pPBAD TOPO®

Es especificamente disefiado para la clonacion en un paso, asi como también para la
regulacion de la expresion procaridtica de los productos resultantes del PCR por la

amplificacion del catalizador Taq (Figura 3.2).

R ATC LK Site L \/5 epitope BxHis &,

g T,

2,
%
<)

pBAD-TOPO"

4.1 kb
& /

2

Figura 3.2. Vector pPBAD TOPO®, (http://www. invitrogen.com/site/us/en/home.html).

+  Promotor de Arabinosa y elementos reguladores (pBAD): bases 4-276
<+ Sitios de los iniciadores pBAD forward (RBS): bases 208-227

+ Codon inicial ATG: 345-347

-

Sitios de reconocimiento de Enteroquinasas (EK): bases 363-377
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Sitios de clonacion pBAD-TOPO® cloning site: bases 387-388
Epitopo V5: bases 402-443

Regidn de polihistidina(6xHis): bases 453-470

Sitio de los iniciadores pBAD reversing: bases 526-543
Terminadores transcripcionales rrnB T1y T2: bases 576-733
Gen que expresa resistencia a ampicilina : bases 1013-1873

Origen de replicacion pBR 322: bases 2018-2691

- & & & &= = & ¥

araC codifica la proteina regulatoria del promotor pBAD: bases 4100-3222

Tras la activacion del estado linealizado por la Topoisomerasa I, pPBAD TOPO® esta listo
para una clonacion rapida y la subsecuente expresion en E. coli por una marcada regulacién del
promotor arabinosa del vector pBAD TOPO® (araBAD). Usando este vector se asegura la
adicion la etiqueta C-terminal de polihistidina (6xHis) la cual permite la purificacion de la
proteina producida por cromatografia de afinidad de niquel, y la etiqueta del epitopo V5 que
permite la inmuno detencion. Los sitios de corte de la enteroquinasa (EK) permiten la

eliminacién de la region N-terminal del péptido.
3.7.2 Vectores Gateway® Technology
3.7.2.1. Vector pPDONR™ 207

Se utilizo el vector pPDONR™ 207 (Invitrogen, Carlsbad, San Diego, CA, USA) en
Gateway® Technology (Figura 3.3). Cuando los fragmentos de ADN extendidos con los
sitios attB son recombinados con el vector en la reaccion BP se produce un clon entrante.

Las principales caracteristicas de este vector son:

e Gen que expresa resistencia a la gentamicina permitiendo la seleccion positiva de

células bacterianas que contengan al plasmido de interés.

e Afin de poder realizar una seleccion eficiente de los clones recombinados y evitar la
transformacion celular por producto, se usa el gen ccdB para una seleccion negativa
y el gen de la resistencia al cloramfenicol (C™) para la seleccion inversa. Después
de la reacciones de recombinacion BP y LR, estos genes son remplazados por los
fragmentos de ADN de interés.
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El vector, con sus respectivos sitios se puede visualizar en la figura 3.3.

|m ccdB @|

pDONR™"207

Figura 3.3. Vector pPDONR™ 207, (http://www.invitrogen.com/site/us/en/home.html)

rrnB T2 Terminacion de la transcripcion: bases: 73-100

rrnB T1 Terminacion de la transcripcion: bases 232-275
attP1: bases 332-563

Gen ccdB: bases 959-1264

Gen de la resistencia al cloramfenicol (Cm” bases 1606-2265)
attP2: bases 2513-2744

Gen de la resistencia a la gentamicina: bases: 3528-4061.

- & # & & & &£ ¥

pUC ori: bases 4909-5582

3.7.2.2. Vector pK7WG2D,1

Se utiliz6 el vector Gateway® pK7WG2D,1 (Universidad de Ghent,
www.psb.ugent.be/gateway) para obtener el clon expresion despues de la reaccion de
recombinacion LR. Los fragmentos de ADN estan flanqueados por los sitios attB (ver

apartado 4.1). Este vector contiene:

e Sitios de recombinacion: attR1 y attR2 los cuales reaccionan respectivamente con
los sitios attL1 y attL2 en el clon entrante.
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e Genes de resistencia a la kanamicina usadas para la seleccion de plantas y
espectinomicina para la seleccion bacterial.

e Presencia del gen ccdB el cual es eliminado después de la reaccion de recombinacion
ya que esta localizado entre los sitios de recombinacion.

e  GFP (Green Fluorescent Protein) secuencia codificante bajo el control del promotor
35S RNA del virus del mosaico del Coliflor (CaMV).

e  Promotor 35S RNA de CaMV para la sobre produccion de la proteina de interés.
e  Terminador T35S del 35S RNA de CaMV.

El vector se presenta en la figura 3.4.

Figura 3.4. Vector pK7WG2D, 1
(http://wwwpsb.ugent.be/gateway/index.php?NAME=pK7WG2D& _app=vector&_act=construct_showé&)

Sitio attB1

Gen ccdB

Gen de la resistencia a la estreptomicina y espectinomicina (Sm/SR).
Sitio attB2

Gen de la resistencia a la kanamicina (Kan) bases: 3528-4061
Secuencia codificante del gen GFP

EgfpER: parte del gen GFP bajo el control del promotor rolD

prolD: promotor del gen rolD de A. tumefaciens

p35S: promotor RNA 35S del virus del mosaico del Coliflor (CaMV)

= & & & & &£ ¥ & ¥ #

T35S: terminador RNA 35S del CaMV
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Capitulo 4. Metodologia
4.1 Disefio de oligonucleédtidos iniciadores para la amplificacion por PCR

Los oligonucleotidos iniciadores fueron disefiados para obtener los fragmentos de ADN
de interés por amplificacion por PCR. En la figura 4.1 se muestra la posicién de cada
oligonucleotido, donde las lineas superiores corresponden a la secuencia de aminoacidos

escritas con una letra codigo.

é%i) s v F T E E V N H K T Q T P S L A P A P
TCT GTC TTC ACT GAA GAA GTG AAC CAT AAG ACT CAA ACC CCT TCT CTA GCT CCT GCT CCT

P — e 2
@APYHHGHHHPHPPHHHHPHP
GCT CCT TAC CAC CAC GGC CAC CAC CAC CCA CAC CCT CCT CAT CAC CAC CAC CCT CAC CCT

‘i" H P H P H P P A K S P V K P P V K A P V
CAC CCT CAC CCC CAC CCA CCG GCC AAA TCT CCT GTT AAA CCC CCG GTT AAG GCA CCA GTG

s P P A K P P V K P P V Y P P T K A P V
TCT CCA CCA GCC AAA CCT CCG GTT AAG CCC CCG GTT TAC CCA CCC ACC AAA GCC CCG GTG

K P P T K P P V K P P V S P P A K P P V
AAA CCC CCA ACT AAA CCC CCG GTC AAG CCA CCT GTT TCC CCA CCA GCC AAA CCT CCG GTT

K p P V Y P P T K A P VvV K P P T K P P V
AAG CCA CCA GTT TAC CCT CCA ACC AAA GCT CCA GTT AAG CCC CCA ACT AAA CCC CCA GTC

K P P V Y P P T K A P V K P P T K P P V
AAG CCA CCA GTT TAC CCT CCA ACC AAA GCC CCG GTT AAG CCC CCA ACT AAA CCC CCA GTC

K p P V Y P P T K A P VvV K P P T K P P V
AAG CCA CCA GTT TAC CCT CCA ACC AAA GCC CCG GTT AAG CCC CCA ACT AAA CCC CCG GTC

K P P V S P P A K P P V K P P V Y P P T
AAG CCA CCA GTT TCC CCA CCA GCC AAA CCT CCA GTT AAG CCC CCG GTT TAC CCT CCT ACC

K A P V K P P V S P P T K P P V T P P V

AAA GCT CCG GTT AAG CCT CCG GTT TCT CCT CCG ACG AAG CCA CCT GTT ACA CCG CCG GTT
-—

Y P P K F N R S L V A V R G T V Y C K S

TAC CCG CCT AAG TTC AAC CGT AGT CTA GTC GCC GTT CGG GGT ACG GTT TAC TGC AAA AGC

C K Y A A F N T L L G A K P 1 E G A T V
TGC AAG TAC GCT GCT TTC AAC ACA CTC TTA GGC GCT AAA CCC ATC GAA GGT GCT ACG GTG

K L Vv C K S K K N 1 T A E T T T D K N G
AAA CTA GTG TGT AAG AGC AAG AAG AAC ATA ACA GCG GAG ACG ACG ACA GAC AAG AAC GGA

Yy F L L L A P K T V T N F G F R G C R V
TAC TTC TTG TTG TTG GCT CCT AAG ACG GTG ACG AAC TTC GGT TTC AGA GGA TGT CGT GTG

Yy L v K s K D Y K C s K VvV s K L F G G D
TAT TTG GTG AAA TCA AAG GAC TAC AAA TGC AGC AAA GTC TCA AAG CTC TTC GGT GGA GAT

v 6 A E L K P E K K L G K s T VvV V V N K
GTC GGC GCT GAA CTT AAG CCT GAG AAA AAG CTG GGA AAA TCT ACG GTG GTC GTC AAC AAG

L vy G L F N V G P F A F N P s C P K *
CTC GTA TAC GGT CTC TTT AAC GTT GGT CCA TTT GCC TTT AAC CCG TCT TGC CCC AAA TGA @

<

Sefal péptida  dominio PAC  Secuencia codificada repetitiva AS1 primer  S2 primer, S3 primer

Figura 4.1. Secuencia codificada por el inserto pda 19846 y posiciones de los oligonucledtidos iniciadores para la

amplificacion por PCR de los fragmentos de ADN de interés.
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En las figura 4.2 se muestran las estrategias de amplificacion seleccionadas.

e Atlg28290c (secuencia completa); oligonucleétidos iniciadores S1 y AS1
(Figura 4.2 A).

e At1g28290c-PAC  (secuencia completa menos el dominio PAC);
oligonucleotidos iniciadores S1 and AS2 (Figura 4.2 B).

o At1g28290ps+PAC (sefial péptida mas el domino PAC); se utilizaron cuatro
diferentes oligonucledtidos iniciadores para la amplificacion de las secuencias
de acuerdo a las estrategias disefiadas en el paso (Figura 4.2 C1-3):

= S1y AS3 oligonucledtidos iniciadores (Figura 4.2 C1).
% S3y AS1 oligonucledtidos iniciadores (Figura 4.2 C2).

= S1y AS1 oligonucledtidos iniciadores (Figura 4.2 C3).

e At1g28290PAC (s6lo dominio PAC) S2 y AS1 oligonucledtido iniciadores
(Figura 4.2 D)

Sifial péptida

Sefal péptica

C3) D)

—_

Figura 4.2. Estrategias para la amplificacion por PCR de los fragmentos de ADN de interés.

Posiciones de los oligonucleétidos iniciadores para:

A) Amplificacion de At1g28290c

B) Amplificacion de At1g28290c-PAC
C1-3) Amplificacion de At1g28290ps+PAC
D) Amplificacion de At1g28290PAC
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4.2 Preparacion del plasmido pda 19846

En un tubo que contiene 100 ng del plasmido pda 19846, se agregaron 200 uL del
amortiguador TE (pH 8.0) a fin de obtener una concentracién de ADN de 50 pg-uL™.

4.3 Transformacion de bacterias por electroporacion

La electroporacion de la cepa DH5a™ E. coli fue requerida para obtener las cepas
que tuvieran el plasmido pda 19846 en su interior. Las cuvetas para la electroporacion (0.1
cm) fueron colocadas en hielo. Se mezclaron 2 pl de solucion ADN con 50 uL de bacterias
electro-competentes e incubadas por 10 minutos en hielo. La mezcla fue colocada en las
cubetas, las cuales tienen dos electrodos de aluminio en cada lado. Las celdas se colocaron
en un electroporador a 1.5 kV (voltaje), 200 Q (resistencia) y 25 uF (capacitancia).
Inmediatamente después de la electroporacion, se agrego 1 mL de medio liquido LB en la
bacteria y fermentado por 1 hora a 37 °C. Después, 100 uL y 200 pL de este cultivo fueron
rociados en dos platos que contienen agar con ampicilina (50 pg-mL™). La incubacion fue
realizada toda la noche. Despueés de la fermentacion, se realizé la seleccion de un clon para

posteriormente llevar a cabo la purificacion del ADN.
4.4 Purificacion de ADN plasmido

Se purifico el ADN plasmido usando el kit QIAprep spin miniprep (ref: 27104,
QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania) y siguiendo las recomendaciones del protocolo. Se
realizaron lecturas en el Nanodrop (Labtech International Ltd, Wilminton, EUA) para
cuantificar el ADN después de la purificacién y para asegurar la concentracion de ADN
requerida, la razén de las longitudes de onda 260nm/280nm que asegura la calidad de la
purificacion debe de ser >1.8 para continuar.

4.5 Transcripcion reversa (RT)-PCR

Se obtuvieron los fragmentos de ADN deseados por transcripcion reversa (RT)-PCR
de RNAs totales de hipocdtilos etiolados bajo las siguientes condiciones: 0.5 uL de Oligo
(dT)ss iniciador (ref: ¢1101, Promega Hollow Road Madison, W1, EUA) a 500 pg-mL™, 5.0
uL de RNAs totales a 500 pg-mL™, 0.5 uL de dNTP mix a 10 mM cada uno y 1.7 pL de
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DMSO. La mezcla reaccionante se incubd a 70 °C en un bafio de agua por 10 minutos (para
desnaturalizar las RNAS) e inmediatamente refrigeradas en hielo por 2 minutos. Después,
2.0 pL del amortiguador 5x First strand (Invitrogen, Carlsbad, San Diego, CA, EUA), 1.0
puL de DTT a 0.1 M (Invitrogen, Carlsbad, San Diego, CA, EUA) y 0.5 uL del inhibidor
RNasin plus RNase (ref: N2611, Promega, Hollow Road Madison, WI, EUA) a 40 p-L™ se
agregaron a la mezcla reaccionante e incubados a 42°C en un bafio de agua durante 2
minutos. Se agregaron 0.5 pL del catalizador Super Script Il Reverse Transcriptase (ref:
91681 Invitrogen, Carlsbad, San Diego, CA, EUA) a toda la mezcla reaccionante e
incubada a 42°C por 1 hora. Para alcanzar la desnaturalizacion enzimatica fue necesaria la
incubacion de la mezcla final a 70 °C por 15 minutos. EI ADNCc resultante se almaceno a
-20 °C.

4.6 Amplificacion del ADN por PCR.
4.6.1 Amplificacion por PCR con el catalizador Pfu DNA polimerasa®

A fin de clonar los fragmentos de ADN de interés, fue necesario realizar la
amplificacion de ADN. En un volumen total de 50 pL, la reaccion fue hecha bajo las
siguientes condiciones: 40.5 uL de agua destilada (dH,0), 1.0 uL de ADN base a 50
ng-uL™, 5.0 pL de amortiguador 10x PfuUltra™ Il Fusion HS DNA Polimerasa (ref:
600670, Stratagene, Agilent Technologies, Inc.2850 Centerville RoadWilmington, DE
19808, EUA), 1.0 uL de dNTPs (10 mM cada uno), 1.0 uL del oligonucleotido
iniciador S (sense) (10 uM) y 1.0 uL del oligonucleotido iniciador AS (antisense) (10
uM) y 0.5 pL del catalizador PfuUltra™ 11 Fusion HS DNA Polimerasa® (ref: 600670
Stratagene, Agilent Technologies, Inc.2850 Centerville Road Wilmington, DE 19808,

EUA). Los parametros para el PCR de amplificacién son mostrados en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Pardametros para la amplificacion del ADN por PCR.

A, At1g28290c y At1g28290c-PAC

Paso Temperatura Tiempo [=] s Numero de ciclos
[=]°C
Desnaturalizacion inicial 95 120 1
Desnaturalizacion 95 60
Alineamiento 52 30 30
Extension 73 75
Extension final 73 300 1
Almacenamiento 4 Indefinido 1

B. At1g28290PAC

Paso Temperatura[=] Tiempo [=] s Numero de ciclos
°C
Denaturalizacion inicial 95 120 1
Desnaturalizacion 95 60
Alineamiento 57 30 28
Extension 73 60
Extension final 73 300 1
Almecenamiento 4 Indefinido 1

C. At1g28290ps

Paso Temperatura Tiempo [=] s Numero de ciclos
[=]°C
Desnaturalizacion inicial 95 120 1
Desnaturalizacion 95 60
Alineamiento 53 30 20
Extension 73 60
Extension Final 73 300 1
Almacenamiento 4 Indefinido 1
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Tabla 4.1. Pardmetros para la amplificacion del ADN por PCR (continua).

D. At1g28290 PAC

Paso Temperatura Tiempo [=] s Numero de ciclos
[=]°C
Desnaturalizacion inicial 95 120 1
Desnaturalizacion 95 60
Alineamiento 50 60 20
Extension 73 60
Extension final 73 300 1
Almacenamiento 4 Indefinido 1

E. At1g28290 ps+PAC

Paso Temperatura Tiempo [=] s Numero de ciclos
[=1°C
Desnaturalizacion inicial 95 60 1
Desnaturalizacion 95 120
Alineamiento 50 60 20
Extension 73 60
Extension final 73 300 1
Almacenamiento 4 Indefinido 1

4.6.2 PCR de andlisis con Tag DNA polimerasa®

A fin de revisar si los fragmentos de ADN de interés fueron clonados, fue
necesario realizar un PCR de analisis. En un volumen total de 50 uL de reaccion, el
PCR fue realizado bajo las siguientes condiciones: 40.5 pL de agua destilada (dH;0),
1.0 uL de ADN base (plantilla) a 50 ng-pL™?, 5.0 pL del amortiguador Tagq DNA
Polimerasa 10x con MgSO, (Promega, Hollow RoadMadison, WI, EUA), 1.0 uL de
dNTPs (10mM cada uno), 1.0 uL del oligonucleétido iniciador S (10 uM) y 1.0 uL del
oligonucleotido iniciador AS (10 uM) y 0.5 L del catalizador Taq DNA Polimerasa®
(Promega Hollow Road Madison, WI, EUA).
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4.7  Extraccion de ADN del gel de agarosa

Para la extraccion de los fragmentos de ADN del gel de agarosa, se utilizo “QIAEX
Il kit” (ref: 20021, QIAGEN GmBH, Hilden, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La banda de ADN revelada fue cortada del gel de agarosa con un escarpelo.
Usando el protocolo de “QIAEX 11 kit” el ADN requerido se extrajo del gel de agarosa. Los
fragmentos de ADN purificados fueron revisados por electroforesis en gel de agarosa al
1%, en el amortiguador TAE 1x, seguido del revelado en la solucién de Bromuro de Etidio
(EtBr) a 4 g-L™. El tamafio de los fragmentos de ADN se analiz6 comparandolos con el
marcados de ADN (ref: G5711, Promega, Hollow Road Madison,WI, EUA) a 100 pg-mL™.
La cuantificacion fue hecha usando el NANODROP (Labtech International Ltd, Wilminton,
EUA).

4.8 Incorporacion de 3" A-overhangs (extremos) después de la amplificacion
de ADN por PCR

El catalizador Taq DNA polimerasa® es el unico del cual se obtienen productos de
PCR con extremos de A (desoxiadenina). Esta propiedad se encontrd que es muy utilizada,
y fue muy explotada para producir la clonacion TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, San Diego,
CA, EUA). La linearizacion del vector pBAD TOPO®, consiste en que dicho vector
contiene extremos 3" T (desoxitiaminas) residuales. Esto permite que la ligacion sea
rapidamente realizada usando topoisomerasa o ADN ligasa con los extremos del producto
obtenido por PCR. Sin embargo, por otro lado, una de las mayores desventajas de utilizar
Taq DNA polimerasa® es la baja fidelidad de replicacién. Como el catalizador Tag DNA
polimerasa® no tiene las exonucleasas 3' a 5' las cuales forman un mecanismo de
correccion de pruebas que remplaza los desajustes accidentales en la recién sintetizada
cadena de ADN, produce por tanto mas errores que las polimerasas que contienen los

mecanismos de correccion tal como Pfu DNA polimerasa® [Liu ycol., 2007].

Por tanto se uso primero el catalizador Pfu DNA polimerasa® para amplificar los
fragmentos de DNA de interés. Después, fue necesario agregarle a 7 uL de los fragmentos
ya purificados generados de la amplificacion usado Pfu DNA polimerasa® (Promega,
Hollow Road Madison, WI, EUA) 2 uL del amortiguador Taq DNA polimerasa® 10x
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(Promega, Hollow Road Madison, WI, EUA), 1 uL MgCl, (25mM), 1 uL dATP
(concentracion final de 0.2 mM), 1 uL del catalizador Tag DNA Polimerasa®, y 8.0 uL de
agua destilada (dH,O) para alcanzar un volumen total de reaccion de 10 uL. Esta reaccion

fue incubada a temperatura ambiente por 30 minutos.
4.9 Clonaciéon pBAD TOPO®

Para clonar los fragmentos purificados resultantes del PCR después de agregar los
extremos 3° A, se siguio el protocolo establecido por pBAD TOPO® TA expression Kit
(ref: K4300-01, Invitrogen, Carlsbad, San Diego, CA, EUA). La mezcla reaccionante
estaba compuesta de 0.5 uL del producto resultante del PCR, 3 uL solucién no diluida de
sales (PBAD TOPO® TA expression Kit), 1.5 uL de agua destilada (dH,0) y 0.5 uL del

vector pBAD TOPO®, se mezcld e incubd por 5 minutos a temperatura ambiente.

410  Transformacion de bacterias con la mezcla reaccionante de pBAD

TOPO® y seleccion de los clones recombinantes

Se mezclo un volumen de 3 pL de la mezcla reaccionante de pPBAD TOPO® cloning
con 25 pL de Top 10® Chemically Competent E. coli (Invitrogen, Carlsbad, San Diego,
CA, USA) en un tubo Eppendorf® de 1.5 mL estéril y frio e incubado en hielo por 30
minutos. El tubo fue incubado a 42 °C en un bafio de agua por 30 segundos e
inmediatamente refrigerados con hielo. Se agrego medio SOC (450 uL) en condiciones
estériles e incubado a 37°C por 1 hora bajo agitacion a 250 rpm. Se agregaron en cajas Petri
que contienen medio LB con agar y ampicilina 100 pg-mL™, 50 pL y 200 pL del producto
transformado y se fermentd toda la noche a 37°C. Cinco colonias fueron seleccionadas y la
presencia del ADN insertado fue checado por PCR usando los oligonucle6tidos iniciadores

y el catalizador Tag DNA polimerasa®.
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411  Clonacion Gateway®
4.11.1. Amplificacion de ADN

Para generar los fragmentos de ADN adecuados para usarse como sustratos en
la reaccion de recombinacién BP Gateway® con el vector donador, fue necesario la

incorporacion de los sitios attB en los fragmentos de ADN.
4.11.2. Reaccion BP en el vector pPDONR™ 207

El vector pPDONR™ 207 fue usado para obtener el clon entrante. Se tomo 1 pL
del fragmento de ADN de interés. Se agregaron 2 uL del amortiguador 5x BP
clonase™ (Invitrogen, Carlsbad, San Diego,CA, EUA), 4 uL del amortiguador TE (pH
8), y 40 fentamol de ADN a 0.5 pL del vector pDONR™ 207 (180 ng-uL™), ademas
de 2 uL del catalizador BP clonase ™ (Invitrogen, Carlsbad, San Diego, CA, EUA).
Esta mezcla fue mantenida a la temperatura ambiente durante toda la noche (Figura
4.3).

Clon expresién en
E. coli

Clon entrante

pDONR"207
Vector

donador

pDONR™207

Figura 4.3. Reaccion de recombinacion Gateway® BP.

4.11.3. Trasformacion de bacterias con el producto de la reaccion BP

Dos pL del producto de la reaccién BP fueron suavemente mezclados con 50
uL de Efficiency ™ DH50™ Chemically Competent E.coli (Invitrogen, Carlsbad, San
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Diego, CA, EUA). Cajas Petri que contienen medio LB con agar y 7.5 pug-mL™ de
gentamicina fueron rociadas con 50 uL y 200 uL de ese cultivo y fermentados toda la
noche a 37°C. Después de la fermentacion se seleccionaron 5 colonias y la presencia
de los fragmentos de ADN de interés se revisé por amplificacion por PCR usando los
oligonucleétidos iniciadores pDONR forward y reverse asi como también, el

catalizador Tag DNA polimerasa®.
4.11.4. Purificacién del ADN plasmido

Se purific6 ADN plasmido proveniente de E. coli usando el BIOBASIC INC
KIT (Torbay Road Markham, Ontario Canadd) para la purificacion de una baja
cantidad de copias de ADN plasmido. Las instrucciones recomendadas fueron
seguidas. Posteriormente, 400 ng de cada plasmido fueron enviadas a secuenciar a

Toulouse Génopole® Midi Pyrénées (Castanet-Tolosan, Francia).

4.11.5. Reaccion LR en el vector pK7WG2D,1

Se muestreo 1ul del clon entrante. Se realiz6 la reaccién LR a 100 ng-pL™
mezclando este ADN con 2 pL de el catalizador LR clonase™ (150 ng-puL™), 2 uL del
amortiguador LR clonase™ (Invitrogen, Carlsbad, San Diego, CA, EUA), 4 uL del
amortiguador TE (pH 8.0) y 1 uL del vector pK7WG2D,1. Esta mezcla fue mantenida

a temperatura ambiente toda la noche (Figura 4.4).

Clon expresién en células de plantas

Clon entrante

attB1 Fragmento de V5 6 His attB2
ADN

|

pPK7WG2D, 1

pK7WG2D, 1

Vector Destino

Espectinomicina

Espectinomicina

Figura 4.4. Reaccion de recombinacién Gateway® LR.
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4.11.6. Transformacion de la bacteria con el producto de la reacciéon LR

Para la transformacion de la cepas Chemically Competent DH5a™ E. coli, se
utilizo el protocolo descrito anteriormente en la seccién 4.11.2, excepto que se usaron
los productos de la reaccién LR en vez del producto de la reaccion BP. Después de la
transformacion de las bacterias, cajas Petri con medio LB, agar y 100 uL de

espectinomicina fueron rociadas con 50 puL y 200 uL de las bacterias transformadas.
4.12 Transformacion de A. tumefaciens

Se prepard un cultivo de A. tumefaciens LB 4404 en 5 mL de medio liquido LB con
50 ug-mL™* rifampicina y 100 pg-mL™ estreptomicina a 28°C con agitacion constante a 200
rpm durante 24 horas. Cuando el Densidad éptica (ODgoonm) S€ encontré entre 0.5-1
unidades, el cultivo fue enfriado en hielo y centrifugado por 6 min a 3000 rpm y 4°C. El
medio liquido fue desechado y la pastilla fue suspendida en 300 uL de CaCl, 20 mM frio y
estéril. Esta suspension bacterial fue distribuida en tubos Eppendorf® previamente
enfriados como alicuotas de 100 pL. A cada tubo, se le agregaron 2 ug del ADN plasmido.
Los tubos fueron congelados por 1 minuto en nitrogeno liquido y descongelados
posteriormente por incubacién en un bafio de agua a 37 °C por 4 min. Después, se agregé 1
mL de medio LB a cada tubo e incubado a 28°C por 4 horas con agitacién a 200 rpm. Los
tubos fueron centrifugados por 30 segundos a 13,000 rpm. La pastilla fue re-suspendida en
200 puL de medio LB y las bacterias fueron rociadas en medio LB sélido con los siguientes
antibiéticos: espectinomicina 100 pg-mL™, rifampicina 50 pg-mL™ y estreptomicina 100

ug-mL™
413 Transformacién estable de células T-BY2

e  Pre-cultivo de A.tumefaciens: Dos mL of A. tumefaciens (transformadas con el
vector recombinante pK7WG2D, 1) fueron pre-cultivadas en medio YEB con
rifampicina a 100 pg-uL™, estreptomicina a 50 pg-pL™ y espectinomicina a

5.0 ug-pL™ e incubadas 24 horas a 28 °C con agitacién constante a 200 rpm.
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e Lectura OD: Después de la incubacion, la lectura de ODgoonm fue hecha. El
Pre-cultivo de A. tumefaciens fue centrifugado por 10 min a 3000 rpm y la
pastilla fue re-suspendida a fin de obtener una relacion de ODgg de 0.8/1.

e Co-cultivo de A.tumefaciens: Sobre 3 cajas Petri con medio LS, 4 mL de
suspension T-BY2 y 50, 100 y 200 uL del pre-cultivo de A. tumefaciens fueron
agregados y fermentados por 2 dias sin presencia de luz a 28 °C.

e Lavados celulares: El co-cultivo fue recuperado, suspendido en medio T-BY2
y centrifugado por 10 min a 1500 rpm en un tubo Falcon. El sobrenadante fue
desechado y la pastilla fue suspendida con 50 pL del medio T-BY2. Dos
lavados de las células fueron realizados en las mismas. Después de los lavados,
las pastillas fueron re-suspendidas en 5 mL de medio T-BY2 con carbenicilina
(500 pg-mL™).

e  Cultivo de células: Uno y 2 mL de células fueron rociadas en dos platos Petri
con medioT-BY?2 y 2 antibidticos carbecilina (500 pg-mL™) y kanamicina (100
ng-mL™) y fermentados durante 2 dias a 28 °C en la oscuridad.

La presencia del vector en las células transformadas de T-BY2, se revisara mediante
el analisis de microscopia por fluorescencia invertida utilizando el microscopio Nikon
eclipse, TE2000-S (Universal Imaging Corporation Ltd, Marlow, Buckinghamshire, Reino
Unido), en donde se pretende visualizar la bioluminiscencia emitida en el espectro verde
visible de la proteina de fluorescencia (GFP). Esto es debido a que las secuencias de ADN
codificadas para el GFP se pueden manipular recombinando la tecnologia ADN para crear
fusiones de genes entre el GFP y la proteina de interés. Tales construcciones de ADN se
han inducido en las células de T-BY?2 para producir la marcacion del GFP fluorescente en

la proteina.

4.14  Produccién de la proteina At1g28290 PAC con la etiqueta V5/6His en

bacteria de acuerdo al protocolo HisLink ™

Se utilizd el vector pPBAD TOPO ® (ref: K430040 Invitrogen, Carlsbad, San
Diego, CA, USA) para induccion de la produccion de la proteina At1g28290 PAC con la
etiqueta VV5/6His en la cepa Top 10® E. coli. Las concentraciones finales de arabinosa
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usadas para la induccion de acuerdo al protocolo de HisLink ™ (part no. TM280,
Promega Corporation, Madison, WI, EUA) fueron: 0.2%, 0.02%, 0.002%, 0.0002% ¢
0.00002%, a una temperatura de 37°C y con un tiempo de incubaciéon de 4 horas. El

control negativo fue realizado con una muestra sin arabinosa.

4.15 Purificacion de la proteina recombinante At1g28290 PAC con la etiqueta

V5/6His por el sistema HisLink ™ Spin Protein Purification

Se utilizé para la purificacion de proteinas expresadas en las cepas Top 10®
Chemically Competent E-coli, HisLink ™ Spin Protein Purification System (part no.
TM281, Promega Corporation, Madison, WI, EUA). El principio de este sistema es que la
proteina puede estar directamente purificada del medio de cultivo que contiene las células
bacteriales las cuales expresan la proteina que contiene la polihistidina. Las células
bacteriales pueden ser lisadas usando FastBreak™ Cell Lysis Reagent, seguido esto
inmediatamente de la adicion de la resina HisLink™ Protein Purification Resin al cultivo.
La adicion de este regente resulta en la simultanea lisis bacteriana, asi como también en la
union de la polihistidina de la proteina. Las muestras son transferidas a la columna
HisLink™ Spin donde las proteinas que no se unen a la columna son eliminadas y las
proteinas fijadas son recuperadas por elusion. Este método permite la purificacion de
proteinas recombinadas a partir de muestras de 700 pL de células E. coli. Las instrucciones

del fabricante fueron seguidas en este proceso.
4.16  Separacion de proteinas por SDS-PAGE y Western blotting

Las proteinas colectadas a diferentes pasos del proceso de purificacion descrito
anteriormente fueron analizadas por electroforesis de acuerdo a Laemmli, (1970). Se
utilizaron geles- SDS de Poliacrilamida. Se realiz6 el Western blotting por el método de
tanque de transferencia utilizando Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell. (Bio-
Rad Laboratories, 1000 Alfred Nobel Drive Hercules, CA 94547, EUA); en el cual una
membrana PVDF (0.2 um, Shleicher & Schull, Dassel, Alemania) fue primeramente
inmersa en etanol puro, lavada dos veces con agua UHQ y equilibrada con un amortiguador
de transferencia frio previamente preparado (0.025M Tris, 0.192M glicina). Las

almohadillas de fibra y el papel filtro Whatman® 3 MM también fueron inmersos en el
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amortiguador de transferencia frio. Del catodo hacia el anodo, el orden fue: almohadillas de
fibra, 2 bloques de papel filtro Whatman® 3MM, gel, membrana PVDF, 2 bloques de papel
filtro Whatman® 3MM . Cuando el cassette estaba completo, fue insertado en el tanque
junto con un cubo de hielo, y el tanque fue completamente llenado con el amortiguador de
transferencia frio. La transferencia se llevo a cabo en un cuarto frio a un voltaje constante
de 75 V durante 2 horas 15 minutos.

El blogueo de los sitios de union no especificos fue logrado colocando la membrana
en una solucion diluida de leche libre de grasa al 10% (w/v) diluida con una solucién con
TBST 1x (Tris 2 mM, NaCl 15 mM, Tween 20 0.05% (v/v) por 1 hora bajo agitacion.

Para la deteccion, se afiadieron 2 uL anticuerpos monoclonal en contra del epitopo
V5, dichos anticuerpos fueron diluidos 10,000 veces (ref: R-960-25, Invitrogen, Carlsbad,
San Diego, CA, EUA) en solucion TBST 1x con BSA 1% (w/v) y 200 uL NaN3 2% por 2

membranas. La incubacién con los anticuerpos primarios fue realizada durante 24 h a 4°C.

La incubacién con los anticuerpos secundarios Anti-Mouse 1gG HRP (ref: R-960-
50, Invitrogen, Carlsbad, San Diego, CA, EUA) fue realizada por 3 horas a temperatura
ambiente. La composicion de la solucion fue la misma que la utilizada en los anticuerpos

primarios.

La deteccion colorimétrica fue utiliza para el anélisis de la membrana con un
sustrato de la enzima reportada que se une con los anticuerpos secundarios. La composicion
de la solucion del sustrato fue la siguiente: NBT (ref: S380, Promega, Hollow Road
Madison, WI, EUA) 50 mg-mL™ en DHF 70% (v/v), 66 pL de BCIP (ref: S381, Promega,
Hollow Road Madison, WI, EUA) 25 mg-mL™, 132 pL of DMF 100% (v/v) y TBS 1x pH

9.5 usado para alcanzar un volumen de 20 mL (preparacién para 2 membranas).
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Capitulo 5. Resultados y discusiones
5.1 Obtencion de la secuencia de ADN complementaria

A fin de caracterizar la estructura de la O-glicoproteina codificada por At1g28290, se
decidié producir la proteina completa, asi como también versiones incompletas en cultivos
de suspensiones celulares de tabaco. Estas construcciones fueron obtenidas usando

secuencias de ADN complementarias como matrices:

Como primera aproximacion se penso en utilizar el plasmido pdal9846 para obtener
los fragmentos de ADN de interés, es decir que, se pudiese realizar a partir de este, las
construcciones requeridas para una transformacion estable de plantas y bacterias. Sin
embargo, una previa secuenciacion reveld que este plasmido corresponde a un ADNCc en
cuya secuencia no se encuentra el dominio repetitivo rico en prolina. Por esto, fue
necesario, obtener otra matriz como base para producir la proteina completa asi como una
de sus versiones incompletas que cubra el dominio repetitivo rico en prolina remanente. Por

tanto, la estrategia inicial tuvo que ser modificada.

El plasmido pdal9846 de Riken BioResource Center que contiene el ADNCc
correspondiente al gen At1g28290 fue usado como matriz para la construccion del dominio
PAC con o sin la sefial péptida. Sin embargo, debido a que el ADNc contiene una supresién
en su secuencia codificante localizada en el dominio rico en prolina, no fue posible usar

dicho vector para obtener la secuencia completa de la proteina.

Un ADNc completo fue obtenido por transcripcion reversa y reaccion de
polimerazacion en cadena (RT-PCR) usando RNAs total de 11-dias de hipocotilos
etidolados de A. thaliana (ver apartado 4.5), con esto se soluciond el problema de obtener el
resto de las construcciones funcionales requeridas para el trabajo, sin la supresion de la

secuencia que contenia la prolina.
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5.2 Obtencién de construcciones funcionales en células transgénicas de

tabaco
5.2.1 Amplificacion de los fragmentos de ADN de interés por PCR

Usando los oligonucledtidos iniciadores especificos para la secuencia
At1g28290 (Tabla 3.1), 3 fragmentos de ADN fueron amplificados por PCR. Estos

fragmentos se describen a continuacion:
52.1.1 At1g28290c y At1g28290c-PAC

At1g28290c y At1g28290c-PAC fueron amplificados usando como matriz
ADNc completo obtenido por RT-PCR descrito en 5.1.

La amplificacion por PCR usando el catalizador biologico Pfu Ultra™ Il Fusion HS
ADN Polimerasa® (ver apartado 4.6.1) y los oligonucle6tidos iniciadores descritos en la
tabla 3.1, el ADN fue separado exitosamente por electroforesis en gel de agarosa (1%) y
revelado con bromuro de etidio. El marcador de ADN se muestra al lado izquierdo de los
geles.

Los parametros se presentaron en la tabla 4.1.

Los resultados arrojaron el tamafio esperado de los fragmentos de ADN como
se sigue a continuacién, dichos fragmentos fueron previamente calculados por el
software Basic Local Alignment Search Tool®
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

e At1g28290c (secuencia completa), con un tamafio de 1077 pb, utilizando los
oligonuclettidos S1y AS1 (Figura5.1 A).
e At1g28290c-PAC (secuencia completa menos el dominio PAC), con un

tamafo de 672 pb, usando los oligonucleétidos S1y AS2 (Figura 5.1 B).

El tamafo esperado fue previamente calculado, con ello se demuestra que el
usar como matriz el RNA de 11 dias de hipocaétilos etiolados funciona para el

caso de tener secuencias con suficiente cantidad de prolina, durante el proceso
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RT-PCR no se presentd ningun problema, lo que hacer suponer que el sistema

es estable.
A. B
At1g28290c At1g28290c-PAC
pb pb
1500 1500
1000 <— 1077pb 1000
750 750 <— 672pb

Figura 5.1. Amplificacion por PCR de los fragmentos de ADN correspondientes a las secuencias At1g28290c y
At1g28290c-PAC.

5.2.1.2 Amplificacion por PCR de At1g28290ps+PAC

La secuencia At1g28290ps+PAC fue amplificada usando el plasmido
pdal9846 como matriz, y el catalizador Pfu Ultra™ Il Fusion HS DNA Polimerasa®
(ver apartado 5.6.1); asi como, los oligonucle6tidos iniciadores descritos en la tabla 1.
Los parametros del PCR son mostrados en la tabla 4.1E, el marcador de ADN se

muestra al lado izquierdo de los geles.

Se disefio a fin de obtener los fragmentos de ADN con la secuencia de la
sefial péptida y PAC juntas, una estrategia de amplificacion en 3 pasos (Figura 5.2 C1-
3):

1. Amplificacion por PCR de la secuencia de la sefial péptida (At1g28290ps)
usando S1 y AS3 como oligonucledtidos iniciadores (Figura 5.2 A) con un

tamario de 77 pb.
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2. Amplificacion por PCR de la secuencia PAC (At1g28290ps), usando S3 and
AS1 como oligonucleotidos iniciadores (Figura 5.2 A) con un tamafio de 405

pb.
3. Fusion de fragmentos de ADN obtenidos en los pasos 1y 2 (Figura 5.2 B).

A. B.
’_’ At1g28290c At1g28290c-PAC
bp bp
1500 1500
1000 <— 1077bp 1000
750 750 <— 672bp

Figura 5.2. Amplificacion por PCR de los fragmentos de ADN correspondientes a las secuencias At1g28290ps+PAC.

Los tamafios esperados de los fragmentos de ADN fueron obtenidos en cada
paso. Finalmente el fragmento de ADN At1g28290ps+PAC fue obtenido con un
tamafio de 477 pb usando el disefio de amplificacion con los oligonucle6tidos
iniciadores adecuados, se presentaron dificultades durante la obtencion de esta Gltima
construccion, ya que se disefiaron diversas estrategias para poder obtenerla debido a
que es complicado lograr la unién de dos secuencias que se encuentran en los
extremos de la proteina, esto porque es factible la presencia de contaminaciones; sin
embargo esta estrategia utilizada asegura exitosamente la unién y amplificacion de la

sefial péptida y el dominio PAC.
5.2.2 Clonacion en el vector pBAD TOPO®

Se clonaron los fragmentos obtenidos por PCR en el vector pBAD-TOPO® a

fin de producir las proteinas etiquetadas con el epitopo V5 y la etiqueta 6His. La
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seleccion de los clones recombinantes de cada fragmento de ADN de interés se realizo

con gentamicina como antibiotico.

Se reviso la presencia de los fragmentos apropiados de ADN por amplificacion

por PCR con los especificos iniciadores usando la polimerasa Tag DNA:

=+ Para At1g28290c/V5/6His, se realizaron dos selecciones: clones 1B a
5B con los oligonucleotidos iniciadores S1 y AS1, el 80% de los insertos
mostraron el tamafio esperado; clones 6B a 25B con S1 y pBAD reverse como
oligonucleo6tidos iniciadores en el que el 10% de los insertos mostraron también
el tamafo deseado.

% Para At1g28290c-PAC/V5/6His, dos selecciones fueron realizadas:
clones 1C a 5C con los oligonucleétidos iniciadores S1 and AS2, con un 100%
de insercion, mostraron los tamafios esperados; clones 6C a 35C con los
oligonucledtidos iniciadores pBAD forward and AS2 en los cuales ninguno
mostro el tamafio esperado.

+ Para At1g28290ps+PAC/V5/6His, seleccion de los clones 1D a 5D
con los oligonucledtidos iniciadores S1 y AS1, con el 10% de los insertos
mostraron el tamafio deseado.

Finalmente, los clones secuenciados usando los oligonucledtidos
iniciadores pPBAD-TOPO® forward and reverse.

Después de esta segunda seleccion, los resultados fueron:

=+ Para At1g28290c/V5/6His, clon 16B fue el correcto (Figura 5.3 A)
con el tamafio esperado de 1257pb.

% Para At1g28290ps+PAC/V5/6His, el clon 5D fue el correcto (Figura
5.3 B) con el tamafio esperado de 852 pb.

+ Para At1g28290c-PAC/V5/6His, ningun clon correcto fue obtenido,

ya que los clones exhibian el inserto de ADN pero en la orientacion
opuesta o correspondiente a otro fragmento de ADN, los cuales eran
parte de ADNc de At5g20250 (Figura 5.3 C).
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At1g28290c/V5/6His .
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Figura 5.3. PCR de seleccion de los clones pBAD-TOPO.

Fueron encontradas tres diferentes clases de problemas durante el proceso de
clonacion en el vector pBAD-TOPO®: (1) El vector pBAD-TOPO® no permite
seleccionar la orientacién de la insercion de los fragmentos ya que la linearizacion del
vector exhibe la presencia de desoxitiamida en cada extremo que pueden ser ligados
con cualquiera de las desoxyadeninas presentes en cada extremo de los fragmentos de
ADN de interés a ser clonados. En cualquiera de los casos, la mitad de los clones
pudieran contener el inserto del fragmento en la orientacion opuesta. (2) La secuencia
que codifica a At1g28290 comprende un dominio repetitivo rico en prolina, el cual es
codificado por una secuencia repetitiva de ADN, la cual puede provocar
recombinaciones no deseadas en E. coli [Guzzardi y col., 2004]. Tales eventos de
recombinacién pueden resultar en obtener fragmentos mas pequefios que los
esperados. Esto ocurrié en el caso de las construcciones: At1g28290c/V5/6His y
At1g28290c-PAC/V5/6His. (3) Cuando los fragmentos de ADN de interés son
obtenidos con RT-PCR a partir de ADNCc, existe un riesgo de contaminacion del
fragmento durante la amplificacion. Esto sucedié con la construccion At1g28290c-
PAC/V5/6His debido a que se clond un fragmento perteneciente al ADNc de
At5g20250. Para resolver los primeros problemas, los clones correctos fueron
seleccionados después de wuna amplificacion por PCR con los especificos
oligonucledtidos iniciadores. Solo el dltimo problema no pudo resolverse. La

clonacion de At1g28290c-PAC/V5/6His debe de realizarse de nuevo para obtener el
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inserto correcto en la orientacion correcta. Esto puede ser logrado empezando de la
construccion At1g28290c/V5/6His.

5.2.3 Clonacion Gateway®

En cuanto a los resultados de la clonacion, los sitios attB se agregaron
exitosamente, asi como las secuencias de la translacion inicial usando los
oligonucledtidos iniciadores internos de Gateway® internal oligonucleotide primers
(Tabla 3.2) y los oligonucleétidos iniciadores (Tabla 3.3). Los productos del PCR
(At1g28290c/V5/6His 'y  Atlg28290ps+PAC/V5/6His) fueron revisados por
electroforesis en gel de agarosa. Cada uno de estos productos fue exitosamente
extraido del gel, purificado y verificado por electroforesis. Se realizé la adicion de los
sitios attB y las secuencias de translacion inicial en dos pasos, el primero es mostrado
en la figura 5.4 A donde la secuencia de At1g28290c/V5/6His con una parte de los
sitios de attBly attB2 fue obtenida con el tamafio esperado de 1191 pb y en la figura
5.4 B para At1g28290ps+PAC/V5/6His la secuencia con una parte de los sitios attBly
attB2 fue obtenida con el tamafio de 591 pb. El segundo paso es mostrado en la figura
5.5, la secuencia At1g28290c/V5/6His con los sitios completos attB fue obtenida con
el tamafo esperado de 1240 pb donde se agregé completamente el sitio attB, en la
figura 5.5 B la secuencia At1g28290ps+PAC/V5/6His con los sitios completos attB fue
obtenida con el tamafio esperado de 690 pb.
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At1g28290c/V5/6His At1g28290ps+PAC/
pb pb V5/6His
[ = i
= lﬂ
1500 H i <— 1191pb
1000 - 750
750 - 500 < 591pb
= 250

Figura 5.4. Amplificacion por PCR de At1g28290c/V5/6His y At1g28290ps+PAC/V5/6His.

A B.
At1928290c-
At1g28290c-PACIV5/6 His pb PACIV5/6His
pb
1000
1500 o0
1000 e
750 —>

Figura 5.5. Amplificacion por PCR de At1g28290c/V5/6His y At1g28290ps+PAC/V5/6His.

Después, estos fragmentos de ADN de interés se indujeron en el vector
pDONR-207 gracias a la reaccion BP. Esta manipulacion se siguio exitosamente por

la transformacion de las cepas de la bacteria Efficiency ™ DH5a™ Chemically
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Competent E. coli con el producto BP a fin de obtener los clones entrantes. De
aproximadamente 100 colonias obtenidas, 5 se seleccionaron y se reviso la
presencia de los fragmentos de ADN de interés por amplificacién por PCR usando
los oligonucledtidos iniciadores pDONR forward y reverse asi como también, el
catalizador Taq polimerasa (Figura 5.6). Todos estos clones fueron positivos
presentando el tamafio deseado de 1464 pb (Figura 5.6 A) para At1g28290c/V5/6His
y de 860 pb para At1g28290ps+PAC/V5/6His (Figura 5.6 B). La reaccion de
secuenciacion fue realizada a fin de completar la primera seleccion. Un clon fue
seleccionado después de que el andlisis muestra similitud en la secuencia de
nucleotidos y la secuencia original del cDNA: clon 2H para At1g28290c/V5/6His y
el clon 1F para At1g28290ps+PAC/V5/6His.

A. B
pb At1928290c/V5/6His pb At1g28290ps
+PAC/V5/6H
2500 2500
1500 1500 < 860pb
750 —> <— 1464 pb 750 —>

(@’ [¢” [¢*
60 JOO ’OO
<z (¥4
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< < <
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o
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Figura 5.6. PCR de amplificacion y seleccion después de la reaccion BP.

Los plasmidos recombinados con el fragmento de ADN de interés se
purificaron. Después se transfirieron al vector destino (pK7WG2D, 1) a fin de

obtener el vector expresion.

Los resultados de la transformacion de las bacterias Efficiency ™ DH50™
Chemically Competent E. coli con el producto de la reaccion LR. Un PCR de
seleccion y control fue hecho en 5 clones de cada secuencia codificada, se presentan

en la figura 5.6, donde se puede mostrar que posiblemente estos clones contienen
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nuestro fragmento de ADN de interés. Después, a estos 5 clones se les realizo la
secuenciacion. Los resultados mostraron que el 40% de estos clones eran
interpretables ya que tenian el tamafio esperado de 1239 pb, seleccionandose
entonces el clon 1G correspondiente a At1g28290ps+PAC/V5/6His (Figura 5.7B).
Por otro lado, 20% de los clones fueron interpretables (tamafio esperado de 591 pb)
para el caso de At1g28290c/V5/6His, el clon 41 fue seleccionado (Figura 5.7 A).

A B
pb At1928290c¢/V5/6His
b At1g28290ps+PAC/
p
V5/6His
2000 > . 1500 >
1000 —> <— 1239pb 750 N
=
500 500 —> < 591pb
<, G, < (o [’ e’ G G <
/%"z l%"z ,%‘Pz,% Yo "’o,;’ 09060\"‘0’%70/%"\0

Figura 5.7. PCR de amplificacion y seleccion después de la reaccion LR.

En el sistema Gateway®, todos los clones recombinados obtenidos después
de las reacciones BP fueron positivos para ambas construcciones funcionales debido
a que: (i) La clonacion se realizd por recombinacion; y (ii) las posiciones de los
sitios attB, y su secuencia inicial de translacion aseguraban la correcta orientacion
de los fragmentos de ADN de interés. Sin embargo, después de la transformacion de
la bacteria con la reaccion LR requerida para la clonacion de At1g28290c/V5/6His,
cuatro diferentes clones recombinantes contenian una omision en sus secuencias
Como se menciond anteriormente, este tipo de fendmenos ocurre debido a que este
fragmento de ADN contiene una secuencia repetitiva rica en prolina, que causa de
recombinaciones intramoleculares entre secuencias homologas de ADN en E. coli.
Sin embargo, en el caso de At1g28290ps+PAC/V5/6His todos los clones obtenidos
después de la reaccion LR fueron positivos, ya que esta construccion no presenta la

secuencia repetitiva rica en prolina evitando la presencia de recombinaciones
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intermoleculares. El uso de este sistema asegura exitosamente el proceso de
transformacion de los fragmentos de ADN de interés, aunque exista la presencia de

reacciones intermoleculares.

5.2.4 Transformacion de A. tumefaciens

La cepa LBA 4404 fue transformada con el plasmido 1G
(At1g28290ps+PAC/V5/6His) y 41 (At1g28290c/V5/6His), seleccionandose estas
con el antibidtico espectinomicina. Los clones transformados por A. tumefaciens
fueron seleccionados por PCR y los productos amplificados fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa, encontrandose que todos los insertos contenian el
tamafo esperado (Figura 5.8). Dos clones fueron seleccionados ya que contienen el
tamafio deseado que corresponde al fragmento de ADN de interés: 41.1 para
At1928290c/V5/6His, con un tamafio de 1239 pb (Figura 5.8 A) y 1G.1 para
At1g28290ps+PAC/V5/6His con un tamafio de 602 pb (Figura 5.8 B).

A. B.
ob At1928290c/V5/6His ob At1g28290ps+PAC/
V5/6His
—a
4000 =
= T Y 2500
1000 Ellﬁﬂh 1239 pb 750 j
—— e
0> —_ — - — 250 —> 60z pP
%, % %, %, %, % % % % %
({/ (’r’e ’{9 ("7 ’.J\ ]Q/]Q’ ]v’ ]QY ]*"

Figura 5.8. PCR de amplificacion y seleccion después de la transformacion de A. tumefaciens.

La transformacion de A. tumefaciens fue lograda exitosamente, encontrando
que todos los clones tienen integrados el plasmido correcto: At1g28290c/V5/6His y
At1g28290ps+PAC/V5/6His, por tanto la eficiencia de la transformacion fue del
100%. Las construcciones funcionales han sido utilizadas para la transformacion

estable de células de tabaco.
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5.2.5 Transformacion estable de células de Nicotiana tabacum Bright yellow
2 (TBY-2)

Dicha transformacion fue realizada con las siguientes construcciones:
CaMV 35S promotor::At1g28290c/V5/6His
CaMV 35S promotor::At1g28290ps+PAC/V5/6His.

Las células fueron colocadas en presencia de kanamicina y carbecilina.

Después de 48 horas de transformacion estable de T-BY2, las lineas
producidas para el caso de la proteina At1g28290/6His/V5, se analizaron por medio del
microscopio de fluorescencia invertida Nikon eclipse, TE2000-S a una longitud de
onda entre los 495-570 nm (espectro verde visible), mostrando que la construccion
disefiada para esta proteina se pudo producir en las células de tabaco, debido a que
contienen fusionado el gen que expresa a la proteina de fluorescencia y que produce
bioluminiscencia a esta longitud de onda (Figura 5.9 B), esta misma construccion fue
probada en la longitud de onda 380 nm, observandose que dicha emision es por el gen
GFP y no por otro factor siendo este el control positivo de que la construccion ha
funcionado (Figura 5.9 C). En la figura 5.9 A se muestra el control negativo de células
de T-BY2 sin transformar analizadas en el espectro verde visible, percibiéndose la

ausencia de GFP.

Presencia
de GPS

Figura 5.9. Andlisis de microscopia por fluorescencia invertida después de la transformacion estable de células de T-BY?2
de la proteina At1g28290 c/6His/V5.
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La transformacion de T-BY2 se pudo lograr en el caso de la construccion funcional
At1g28290c/V5/6His, debido a que en la figura 5.9 se muestra la presencia del
fragmento de ADN de interés en grandes cantidades, sin presencia de
contaminaciones, en este punto se puede asegurar que la metodologia seguida
ofrecio resultados para este caso.

5.3 Obtencion una construccion funcional en bacteria

Utilizando los oligonucledtidos iniciadores especificos para la secuencia
At1g28290PAC (Tabla 3.1), el fragmento de ADN se amplifico usando el plasmido
pda 19846 como matriz. La amplificacion por PCR se realiz6 con el catalizador Pfu
Ultra™ 11 Fusion HS DNA Polymerase® (ver en apartado 4.6.1). Los parametros para
PCR se presentan en la tabla 4.1 D. Se obtuvieron los fragmentos de ADN del tamafio
esperado de 405 pb (Figura 5.10).

’ At1928290PAC/V5/6His
pb

750
500

<— 405pb
250

Figura 5.10. PCR de amplificacion de los fragmentos de ADN de At1g28290PAC.

532 Clonacion en el vector pBAD-TOPO®.

Se utilizo el sistema pBAD TOPO® TA expression Kit (ver apartado en 4.9)
para la clonacion dirigida. Se realizd la transformacion de Top 10® Chemically
Competent E. coli con la mezcla reaccionante de pBAD TOPO cloning y se realiz6 la
seleccion de los clones recombinantes usando ampicilina.
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Utilizando la amplificacion por PCR, el catalizador Tag DNA polymerase®, y
los oligonucledtidos iniciadores apropiados (ver apartado 4.10), se reviso la presencia
de las secuencias codificadas esperadas en los 5 clones obtenidos después de la
transformacion (Figura 5.11). EI PCR de seleccion se ejecutd usando los
oligonucle6tidos iniciadores S2 y AS1, en los clones 1E a 5E no mostraron ningun
resultado positivo. Para los clones 6E a 25 E se usaron los oligonucleotidos iniciadores
pBAD forward y AS1, el 50% de los clones fue positivo. También la reaccion de
secuenciacion fue realizada en 5 clones seleccionados después del PCR, en donde el
resultado fue un clon positivo: clon 13 E, que cont6 con el tamafio esperado de 750 pb.
Los otros clones carecieron de fragmento de ADN de interés esto es debido a que con
el uso de oligonucledtidos se pueden amplificar otros fragmentos de ADN de interés
los cuales no son deseados y en la reaccién de competicion presentada durante la
ligacion de los fragmentos en el vector el ADN indeseado se combina con el vector
dejando fuera los fragmentos de nuestro interés.

At1g28290c/V5/6His

<— 750 pb

Figura 5.11. PCR de seleccion en los clones pBAD-TOPO.

5.3.3 Produccion de proteinas en bacterias

Para la induccion de la produccion de la proteina codificada por
At1g28290PAC/V5/6His en E. coli, se probaron diferentes concentraciones de
arabinosa como lo marca el protocolo HisLink™ (ver apartado 4.14) del sistema. Las
condiciones probadas fueron induccion con 0.2%, 0.002%, 0.0002%, 0.00002% de L
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(-) arabinosa durante 4 horas a 37°C. Las condiciones seleccionadas encontradas,
después de la induccidn fueron: 0.002% of L(-) arabinosa inducida a 37°C por 4 horas.
Esta proteina puede ser purificada por la union de la polihistidina con la resina del kit
(HisLink™, ver apartado 4.15). Después de la purificacion, dos productos fueron
obtenidos: una fraccion diluida la cual contiene proteinas soluble que han sido unidas a
la resina y una fraccién no diluida la cual contiene a la proteina como cuerpo oclusado,
los componentes celulares y las proteinas solubles que no se unieron a la resina.
Después de la purificacion, las proteinas recolectadas fueron sujetas al SDS-PAGE vy
al Western blotting utilizando los apropiados anticuerpos contra el epitopo V5
fusionado con la proteina recombinante y el anticuerpo secundario, anti-raton
vinculado con la fosfatasa alcalina, y el marcador proteico Eurodemex Preistaided; la
masa molecular se muestra en la parte izquierda de la membrana (Figura 5.12). Las
proteinas de interés se encontraron distribuidas como cuerpos oclusados (fraccion no
diluida) como lo muestra la figura 5.12 A, y en la fraccion soluble, es decir retenidas
en la columna de afinidad (Figura 5.12 B).

Cabe mencionar que todos los clones, aproximadamente 750, obtenidos desde
el inicio de la metodologia hasta este punto no se presentan.

Finalmente, los resultados mostraron que alrededor del 90% de la proteina no
se unio a la columna de afinidad del sistema de purificacion de proteinas (HisLink™ ).
Esto puedo ocurrir debido a que la proteina se presenta en mayor cantidad como
cuerpos oclusados. Otra posible explicacion es la creacion de puentes disulfuro en el
dominio PAC por la presencia de las 6 cisteinas residuales, pudiendo reducir la
eficiencia del proceso de union de la polihistidina a la columna de afinidad,
disminuyendo también la calidad de la proteina que puede ser obtenida de la fraccion
soluble. Por tanto, diferentes soluciones amortiguadoras estan siendo probadas para

determinar las interacciones e incrementar la eficiencia de la purificacion.
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Figura 5.12. Deteccion de las proteinas At1g28290 PAC/V5/6His en bacteria por Western Blot.
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Capitulo 6. Conclusiones

Mediante las técnicas de biologia molecular como amplificaciones por PCR,
secuenciaciones y ligaciones por reacciones topoisomerasa dirigidas fue posible obtener un
DNAc completo el cual cubre toda la secuencia codificada por el gen At1g28290,
permitiendo con esto producir todas las secuencias planeadas: At1g28290c, At1g28290c-
PAC, At1g2829ps+PAC y At1g28290PAC, las cuales se utilizaron en el presente trabajo.

Las reacciones cataliticas definidas por el sistema pBAD TOPO®, y las
fermentaciones realizadas de las bacterias E. coli, permitieron lograr la clonacion de las
construcciones requeridas para la produccién de la proteina en las suspensiones de cultivos
celulares de tabaco de manera exitosa: At1g28290c/V5/6His, At1g28290ps+PAC/V5/6His y
At1g28290PAC/V5/6His seleccionandose en la primera construccion el clon 16B, para la
segunda construccién antes mencionada el clon 5D, y en la tercera construccion el clon 13E
respectivamente. Para At1g28290c-PAC/V5/6His, ningun clon correcto fue obtenido,
debido a posibles contaminaciones, la utilizacién de la construccion funcional completa
obtenida en esta etapa se estd utilizando actualmente para poder producir dicha

construccion.

Las Cepas de A. tumefaciens producidas que contienen el plasmido permitieron la
produccion de la proteina completa y el dominio PAC, dichas cepas fueron verificadas por
medio de un PCR de control y una secuenciacion completa de los clones seleccionados que
en cada caso fueron 41.1 y 1G.1, después de la transformacion; lo que confirmo la presencia

del plasmido dentro de las células obtenidas.

Las transformaciones de las suspensiones de cultivos celulares de plantas de tabaco
realizadas, mostraron que las suspensiones de cultivos celulares de T-BY2 contienen el
vector que permitira la produccion de la proteina At1g28290c/6His/VV5 en un mayor
volumen para estudios futuros, sin embargo para el caso de la proteina
At1g28290ps+PAC/6His/V5, el resultado de la transformacion en las suspensiones de los

cultivos celulares de plantas de tabaco se encuentra en desarrollo.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 56



Capitulo 6. Conclusiones

Las construcciones requeridas para la expresion del dominio PAC en fusion con la
etiqueta 6His y el epitopo V5 en bacteria fueron producidas mediante el sistema pBAD
TOPO®, utilizandose de todos los clones obtenidos, el clon 13E. De acuerdo al protocolo
HisLink ™ a una temperatura de 37°C y a un tiempo de incubacion de 4 horas se
encontraron las condiciones de produccion de proteinas para diferentes concentraciones de
induccion de arabinosa, obteniéndose en este estudio preliminar, que la concentracion de

arabinosa que induce la mayor expresion de proteina es de 0.002%.

Por tanto, se cumplieron los objetivos propuesto dentro del presente estudio.
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