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RESUMEN

El circovirus porcino de tipo 2 (PCV2), es uno de los principales agentes de pérdidas
econdmicas en la industria porcina, pues ataca a lechones generando una serie de afecciones
conocidas como enfermedades asociadas al circovirus porcino (PCVAD) y al sindrome de
desmedro multisistémico post-destete, llegando a alcanzar en los casos mas criticos una
mortalidad de hasta 80%. Este virus posee 11 marcos de lectura, siendo ORF1 y ORF2 los
mas importantes. EIl gen orf2, de 702 pares de bases, codifica para la proteina de la capside
(CP), cuyo tamafio es de 234 aminoacidos y 27,8 kDa y corresponde a la parte mas
inmunogénica de PCV2. Debido a esto, y a la falta de herramientas terapéuticas para
combatir las enfermedades asociadas, es que la vacunacion resulta ser la alternativa mas

aceptada para su control, utilizando como antigeno la proteina de la capside Orf2.

Dentro de las técnicas de produccion de vacunas, la utilizacion de vectores virales de plantas
para la produccién de proteinas de interés productivo ha tomado fuerza, pues resulta ser un
proceso eficiente, escalable y de bajo costo. La magnifeccion es una técnica que utiliza
vectores virales de plantas para transformar especies vegetales de manera transiente, por

medio de Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) y el proceso de agroinfiltracion.

En el presente proyecto de investigacion se planteo la expresion de la proteina Orf2 de
circovirus porcino, fusionada a las subunidades CP de la capside del virus de mosaico del
tabaco (TMV), obtenidas por medio de la téecnica de magnifeccion en hojas de Nicotiana
benthamiana (N. benthamiana). Para esto se utilizo el plasmidio pTRBO-CP154, el cual
posee la secuencia codificante para la capside de TMV, truncada en el aminoacido 154, y

seguido por el sitio de clonamiento donde se insertd la secuencia de interés orf2. A partir de



dicho vector se construyé el plasmidio pTRBO-CP154:0rf2, con el cual fue transformada N.
benthamiana. Posteriormente, se cortaron las hojas y a partir de ellas se realizd extraccion
de RNA y de proteinas. Si bien, el RNA obtenido fue analizado, encontrando expresion del
gen de interés, no fue posible obtener un resultado favorable, pues no se pudo observar por
tincion de plata, tincion por azul de Coomassie o western blot, la presencia de la proteina
deseada. Por lo que se concluye que los genes de orf2 y cp se estan expresando, pero la

proteina fusionada no se logra expresar o purificar.

ABSTRACT

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is one of the main agents of economic losses in the swine
industry, as it attacks piglets generating a series of conditions known as porcine circovirus
associated diseases (PCVAD) and is associated with post-weaning multisystemic wasting
syndrome, reaching a mortality rate of up to 80% in the most critical cases. This virus has
11 reading frames, with ORF1 and ORF2 being the most important. The orf2 gene, of 702
base pairs, codes for the capsid protein (CP), whose size is 234 amino acids and 27.8 kDa
and corresponds to the most immunogenic part of PCV2. Due to this, and the lack of
therapeutic tools to combat associated diseases, vaccination turns out to be the most accepted

alternative for its control, using the Orf2 capsid protein as antigen.

Within vaccine production techniques, the use of plant viral vectors for the production of
proteins of productive interest has gained strength, as it turns out to be an efficient, scalable
and low-cost process. Magnifection is a technique that uses plant viral vectors to transform
plant species transiently, by means of Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) and the

agroinfiltration process.



In this research project the expression of the porcine circovirus Orf2 protein was proposed,
fused to the CP subunits of the capsid of the tobacco mosaic virus (TMV), obtained by means
of the magnifection technique in Nicotiana benthamiana leaves (N. benthamiana). For this,
the plasmid pTRBO-CP154 was used, which has the coding sequence for the TMV capsid,
truncated at amino acid 154, and followed by the cloning site where the sequence of interest
orf2 was inserted. From that vector the plasmid pTRBO-CP154: orf2 was constructed, with
which N. benthamiana was transformed. Subsequently, the leaves were cut and RNA and
protein extraction was carried out from them. Although the RNA obtained was analyzed,
finding expression of the gene of interest, it was not possible to obtain a favorable result,
since the presence of the protein of interest could not be observed by silver staining,
Coomassie blue staining or western blot. Therefore, it is concluded that the orf2 and cp genes

are being expressed, but the fused protein cannot be expressed or purified.



INTRODUCCION

Actualmente, existen numerosos productos biofarmacéuticos e inmunolégicos derivados de
plantas, tanto experimentales como en el mercado. La produccion de proteinas representa la
segunda actividad principal dentro de la biotecnologia vegetal (Gleba, Tusé, & Giritch,
2013). Estos productos incluyen vacunas, anticuerpos monoclonales y otras proteinas
terapéuticas, los que han sido desarrollados por medio de diversas estrategias (Hefferon,

2017).

La primera generacién de proteinas obtenidas utilizando la maquinaria de sintesis proteica
en especies vegetales, se logré generando especies transgénicas, donde la informacién
genética de la planta era modificada desde su linea germinal con el fin de insertar la secuencia
codificante para la proteina de interés acompariada de su respectivo promotor. Sin embargo,
esta técnica se enfrentaba a ciertos obstaculos, en primer lugar, el largo tiempo y costo que
requeria llegar al producto final, en segundo lugar, los problemas asociados a la opinion
publica frente a la obtencion de productos transgénicos que expresaran dichas proteinas
terapéuticas, asociado ademas a la dificultad para tratar con las diversas agencias reguladoras
debido a la preocupacion que genera la mantencién de cultivos a campo abierto de aquellas

especies (Hefferon, 2017).

En respuesta a dichas problematicas, surgen las primeras tecnologias de transformacion
transiente, las que no lograron, sin embargo, responder a todas las necesidades del mercado.
Si bien se logro disminuir el tiempo empleado, no se ha podido obtener un rendimiento
favorable o una tecnologia escalable. En este contexto se desarrolla una nueva plataforma,

como alternativa para la expresion de proteinas recombinantes en plantas: la magnifeccion.



Esta técnica consiste en la transformacion transiente de especies vegetales utilizando A.
tumefaciens en una solucion diluida para infiltrar plantas completas. De esta manera, gracias
a la presencia de un vector viral, se obtiene la propagacion célula a célula y un alto nivel de
expresion, mientras que la bacteria se encarga de la infeccion primaria y de abarcar una mayor
area de infeccion, al infiltrarse maltiples areas de la planta. (Gleba, Klimyuk, & Marillonnet,

2005).

Para esto, resulta de vital importancia el vector a utilizar; dentro de este contexto han
resultado particularmente exitosos aquellos que se basan en virus de plantas, por ejemplo, el
virus de papa X (PVX), el virus de mosaico de la alfalfa (AMV), el virus de mosaico del
frijol (CPMV) y el Virus del Mosaico del Tabaco o TMV por sus siglas en inglés, el que
corresponde a un virus pequefio, de estructura icosaédrica y que, debido a la alta tasa de
expresion de su proteina de la capside o CP, ha resultado en la exitosa expresion de proteinas

de interés mediante este método (Gleba, Tusé, & Giritch, 2013).

Por medio de esta estrategia, es posible obtener una plataforma con un alto nivel de expresion
y rendimiento relativo, un periodo de investigacion y desarrollo més acotado y de menor
costo, sumado a menores preocupaciones en cuanto a bioseguridad (Gleba, Klimyuk, &

Marillonnet, 2005).

En el presente proyecto de estudio se desarrollé la obtencion de la proteina Orf2 de circovirus
porcino fusionada a las subunidades CP de la capside del virus de mosaico del tabaco
mediante la utilizacion de vectores virales para plantas y la técnica de magnifeccion en hojas

de N. benthamiana.



1.1 Uso de vectores virales de plantas para expresion de proteinas recombinantes

El uso de vectores virales de plantas para expresion de proteinas heterélogas con fines
productivos ha mostrado tener ventajas significativas sobre la produccion de estas en células
animales 0 en microorganismos como bacterias o levaduras, presentandose como una
estrategia segura, confiable, escalable y de bajo costo, sumando a esto la posibilidad de
obtener por este medio proteinas plegadas correctamente con sus modificaciones post

traduccionales (Shamloul, Trusan, Mett, & Yusibov, 2014).

Dentro de las plataformas de uso de plantas para la produccion de proteinas con fines
industriales o farmacéuticos, se han desarrollado de manera exitosa aquellos procesos que
incluyen transformaciones transientes de las células vegetales, pues son sistemas rapidos, de
alto rendimiento, escalables y aceptados de manera positiva por las agencias reguladoras

(Gleba, Tusé, & Giritch, 2013).

El mecanismo que se estudia en el presente trabajo de investigacion se centra en el uso de
vectores virales de plantas, utilizando la capacidad de A. tumefaciens para generar
transformaciones genéticas transientes en especies vegetales, particularmente en la especie
N. benthamiana, en la cual se ha descrito que ha resultado especialmente exitosa la

agroinfiltracién (Shamloul, Trusan, Mett, & Yusibov, 2014).

A. tumefaciens, la bacteria utilizada en este sistema de transformacion transiente, posee la
particularidad de tener en su interior un plasmido conocido como Plasmido Ti (tumor
inducing), responsable de los efectos oncogénicos de esta bacteria (Gelvin, 2008). Este vector
posee ademas una secuencia de DNA conocida como DNA de transferencia (T-DNA) y sus
respectivos genes de virulencia. Una vez que la planta sufre dafio mecanico, esta libera

compuestos fenolicos que llevan a la activacién de dichos genes de virulencia, generando



finalmente la transferencia del material genético desde la bacteria a la célula vegetal. Este
mecanismo es el que permite utilizar a A. tumefaciens como una especie de vehiculo en el

proceso de sintesis de proteinas de interés (Krenek, y otros, 2015).

Esta plataforma de produccion de proteinas recombinantes ha sido aplicada con éxito en
diversas ocasiones, donde se ha logrado producir insulina humana para el tratamiento de la
diabetes, ademas de utilizar vectores basados en TMV a escala de laboratorio para producir
antigenos, para el desarrollo de prototipos de vacunas contra patdégenos como el virus del
papiloma humano, Yersinia pestis, virus de influenza tipo A, entre otros. Todos sintetizados

utilizando N. benthamiana (Shamloul, Trusan, Mett, & Yusibov, 2014).

La compariia farmacéutica PharmaGreen LLC, patentd una vacuna producida por medio de
magnifeccion contra la viruela (US 9,694,086 B2, julio 2017), donde se aprovechan las
caracteristicas de esta estrategia como la rapida produccién del producto final, su

escalabilidad y bajo costo, como las principales ventajas del producto final.

1.2 Beneficios de la magnifeccion

Tal como se menciond anteriormente, este sistema de produccion de proteinas presenta
diversos beneficios en su investigacion y desarrollo, tanto en los niveles de expresion proteica
obtenida, en la calidad de los productos obtenidos, como en aquellos asuntos que se refieren

a la bioseguridad de los procesos implicados y su impacto en el medioambiente.

En primer lugar, se encuentra la capacidad de las plantas de expresar proteinas en su
estructura completa, con sus respectivas modificaciones post-traduccionales, plegamiento y
ensamblaje de subunidades (Shamloul, Trusan, Mett, & Yusibov, 2014). Esto se suma a

diversas ventajas en cuanto a la produccidon de proteinas respecto a otros mecanismos, al bajo



costo y tiempo que se requiere para su investigacion y desarrollo y a menores preocupaciones

en cuanto a la bioseguridad del proceso (Chen & Davis, 2016).

Utilizar especies vegetales en lugar de especies microbianas como bacterias o levaduras,
supone un menor costo en términos de inversion inicial y una mayor flexibilidad en cuanto
al tamario de los lotes que se pueden generar. A diferencia de las estrategias tradicionales,
esta técnica no se limita por restricciones econdémicas o técnicas como el tamafo del
fermentador microbiano. Sumado a esto, la magnifeccion permite generar la cantidad
suficiente para cubrir una demanda de dosis altas y en un corto periodo de tiempo, lo que
resulta fundamental en aplicaciones farmacéuticas como, por ejemplo, en la produccion de
medicina especializada contra enfermedades como Linfoma no Hodgkin, donde resulta de
vital importancia reducir el tiempo que transcurre entre la biopsia tumoral y la obtencion de
DNA, y finalmente la produccion de la vacuna, por lo que la produccién de los péptidos por
medio de esta plataforma significaria una importante mejora (Gleba, Klimyuk, &

Marillonnet, 2005).

Un aspecto importante en el desarrollo de cualquier biotecnologia es el impacto
medioambiental y la bioseguridad tanto para el entorno como para el usuario del producto
final. Esta plataforma, al tratarse de una modificacion genética transiente, evita el cultivo de
especies transgénicas a campo abierto, lo que resultaria de alto impacto medioambiental.
Gracias al alto nivel de expresion y al alto rendimiento que se obtiene, es posible llevar a
cabo todo el proceso dentro de recintos cerrados, con medidas de seguridad que son simples,

efectivas y de relativo bajo costo (Gleba, Tusé, & Giritch, 2013).

Por otro lado, la utilizacion de plantas como plataforma de sintesis de proteinas de interés,

permite asegurar la ausencia de patdégenos potencialmente peligrosos para mamiferos, pues



las especies vegetales son incapaces de hospedar dichos microorganismos y también de
endotoxinas provenientes de los microorganismos utilizados, lo que demandaria un proceso
extra de purificacion del producto final. Ademas, no compromete la identidad de la secuencia
codificante para el péptido de interés, pues se ha demostrado que los replicones generados
mediante magnifeccion pasan por pocos ciclos de replicacion gracias a la propagacion
sistemica del vector en las células del hospedero, disminuyendo asi la posibilidad de
modificaciones genéticas azarosas e indeseadas. Ambos factores mencionados han resultado
fundamentales en que la FDA aprobara pruebas clinicas para vacunas contra la influenza de
parte de Fraunhofer USA y vacunas individualizadas contra linfoma no Hodgkin de parte de
Icon Genetic’s IND creadas por esta plataforma, las que se encuentran en investigacion

(Gleba, Tusé, & Giritch, 2013) (Hefferon, 2017).

Actualmente, la empresa canadiense Medicago, ha obtenido avances significativos en
desarrollo de vacunas utilizando esta técnica. Mediante magnifeccion y utilizando la especie
N. benthamiana han desarrollado una vacuna contra la influenza, que ya se encuentra en Fase
clinica Ill de su investigacion. Ademas, se encuentra en desarrollo una vacuna contra
Rotavirus y Norovirus, las que se encuentran en fase Il y | respectivamente. Todas estas
aplicaciones se basan en la sintesis de “Virus Like Particles” o VLP por sus siglas en inglés,
las que se asemejan a una particula viral, pero que no resultan ser infecciosos debido a la
ausencia de material genético en su interior, pero que si poseen los elementos necesarios para

ser reconocidos por el sistema inmune y levantar una respuesta especifica.

En sintesis, la aplicacion de A. tumefaciens como vector bacterial, para insertar plasmidios
virales en plantas combina las ventajas de los tres sistemas bioldgicos; de los virus se

aprovecha la velocidad y alta tasa de expresion genica, de A. tumefaciens se obtiene la ventaja



de la eficiencia en la transfeccion y la administracion sistémica del plasmidio viral y por
ultimo el bajo costo productivo de las plantas, sumado a su variada capacidad sintetica,

siendo capaz incluso de agregar las modificaciones post-traduccionales necesarias.

1.3 Vectores virales

Las caracteristicas del plasmidio utilizado durante este proceso resultan de gran importancia
para la obtencion del producto final deseado, es por esto, que gran parte de los estudios
enfocados en optimizar el proceso de sintesis de proteinas utilizando plataformas vegetales,
se centran en el disefio de vectores virales para expresion en plantas que permitan obtener
mejoras en el sistema (Hefferon, 2017). En este contexto, y con el fin de mejorar la expresion
proteica, se han modificado los vectores virales, manteniendo Gnicamente el gen de interés y
ciertos elementos minimos de su secuencia genética original. Gracias a esto es posible
disminuir las limitaciones respecto al tamafio de secuencia de interés que puede soportar el
plasmidio, permitiendo sintetizar proteinas fordneas de mayor tamafio, aumentando los
niveles de expresion y sobrepasando ciertas restricciones que podria presentar el virus
original frente a la planta hospedera y al tejido infectado, por ejemplo, con la formacién de
virus completos, capaces de infectar a la planta (Gleba, Tusé, & Giritch, 2013). Sin embargo,
al remover genes virales del plasmidio, se eliminan también ciertas cualidades de la particula
viral; tales como su capacidad de transportarse o ensamblarse completamente. Esto implica
que las particulas virales formadas a partir de estos vectores modificados deban ser
entregadas a la planta por diferentes vias, funcién que cumple la agroinfiltracion (Hefferon,

2017).

Segln la literatura, se ha observado dentro del sistema descrito anteriormente, que los

vectores basados en TMV han resultado exitosos, siendo parte de los procesos de produccion



de prototipos de vacunas contra patdgenos como Yersinia pestis, papiloma humano, influenza

tipo Ay Bacillus anthracis (Mett, Farrance, Green, & Yusibov, 2008).

El vector “TMV RNA-based overexpresion” (pTRBO), basado en TMV como lo indica su
nombre, ha resultado de gran utilidad, en sus diversas variaciones. En el caso particular de
este plasmidio, mantener ciertos genes como cp, codificante para la capside del virus, resulta
de gran utilidad, debido a la naturaleza repetitiva de la proteina de la capside y a su alto nivel

de expresion (Lindbo, 2007).

La figura 1 muestra un diagrama de TMV. Se puede apreciar, que corresponde a un virus de
aproximadamente 300 nm por 15-18 nm, su forma es de cilindro y posee en un genoma de
sSRNA (+) de 6395 nucleotidos, envueltos por subunidades de capsid protein o proteina de
la capside (CP). Dichas subunidades se ensamblan en TMV de una manera muy ordenada,
por lo tanto, al fusionar péptidos foraneos a esta proteina, estos quedan expuestos hacia la
superficie; esto, sumado a la capacidad de CP de activar linfocitos T en mamiferos, hacen de
este virus un vector potencial para la expresion de proteinas de interés en el desarrollo de
nuevas vacunas, ya sea formando VLP que posean la proteina de interés fusionada a CP, o
aprovechando la alta tasa de expresion de dicha proteina, al reemplazarla en el plasmidio por
la secuencia codificante para un péptido de interés, de tal manera de generar una proteina

soluble (Jiang, y otros, 2006).



300 nm

Figura 1. Estructura del virus de mosaico del tabaco. En (1) se observa el genoma del virus,
correspondiente a una cadena simple de RNA. En (2) se muestran las subunidades CP de la
capside, ordenadas y de manera repetida, lo que se muestra en azul y celeste, ambos colores
representando la misma proteina. Finalmente, en (3) se observa el virus con su capside

completa. (Splettstoesser, 2012)

El vector usado en el presente trabajo de investigacién es pTRBO-CP154, este vector deriva
del vector pTRBO, al que se le ha mantenido la secuencia génica de la proteina de la capside,
pero truncada en el aminoacido 154, eliminando los 6 ultimos de la secuencia proteica. Este
vector ha demostrado expresar exitosamente secuencias génicas mas largas, al insertar el gen
de interés en el sitio de corte Notl/KasI, en el terminal 3’ de la secuencia de gen cp (Jiang, y
otros, 2006). De esta forma, se sintetiza la proteina esperada fusionada a la capside del TMV,

en el extremo del péptido CP.
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1.4 Circovirus porcino

La técnica de uso de vectores virales de expresion en plantas utilizando A. tumefaciens ha
permitido crear prototipos de vacunas también en el area de la biotecnologia veterinaria para
distintas enfermedades, tales como diarrea viral bovina (Nelson, Marconi, Periolo, La Torre,
& Alvarez, 2012) y la enfermedad de la lengua azul que ataca a rumiantes (Thuenemann,
Meyers, Verwey, Rybicki, & Lomonossoff, 2013), proyectandose asi, como un proceso

factible y eficiente para combatir diferentes patdgenos que afectan a animales.

Dentro de estos patdgenos se encuentra el virus de Circovirus porcino (PCV), este virus se
encuentra en distintos tipos, siendo el de tipo 2 (PCV2) uno de los principales agentes
infecciosos causante de las mayores pérdidas econémicas y productivas en la industria

porcina (Ellis, 2014).

PVC2 es el responsable de multiples afecciones conocidas como enfermedades asociadas a
circovirus porcino (PCVAD), y se ha identificado como el principal agente etiolégico del
sindrome de desmedro multisistémico post-destete (PMWS) que genera pérdida de peso,
debilitamiento corporal general y efectos inmunosupresivos que dejan al infectado
susceptible a adquirir otras enfermedades o infecciones, también incluidas dentro de las
PCVAD (Noriega, Reyes, & Bucarey, 2007). Este virus ataca principalmente lechones de
entre 5y 18 semanas de edad con una mortalidad por enfermedades asociadas que oscila
entre 15y 20%, pero que ha alcanzado hasta 60 u 80% en casos mas criticos (Lv, Guo, &

Zhang, 2014) generando un fuerte impacto economico dentro de la industria porcina.

En Chile, se diagnostic6 por primera vez un caso de PMWS en el afio 2006, segun lo
reportado por el Servicio Agricola Ganadero (SAG) en su boletin del afio 2009 dedicado a

este virus (Estrada, 2009) y hasta la fecha de emision del documento, se habian reportado 23
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sitios productivos afectados por este patdgeno a lo largo del pais. Se puede observar en la
figura 2, el aumento en la tasa de mortalidad en planteles de produccién antes y después del
diagnostico de PMWS. Pese a que no se informa a qué corresponde el eje de las abscisas, se
puede observar un aumento del porcentaje de mortalidad en un determinado sitio de

produccion al diagnosticarse la presencia del virus.
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Figura 2. Cambios en indice de mortalidad antes y después del diagndstico de PMWS en un
sitio de produccion, reportados por el SAG. En color azul se muestra el porcentaje de

mortalidad previo al diagnéstico y en color rojo, luego del diagndstico (Estrada, 2009).

Estos virus son lo méas pequefios conocidos con la capacidad de replicarse autbnomamente
en células de mamiferos (Ellis, 2014). Son virus icosahédricos, sin envoltura virica y de 17
nm de didmetro, tienen un genoma simple, conformado por una hebra de DNA circular
cerrada y de 1766-1768 nucleotidos. Posee 11 marcos de lectura siendo orfl y orf2 los

principales, que se encuentran orientados en direccion opuesta como se observa en la figura
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3, es por esto, que el RNA viral de orf2, junto con el de orf3 y orf4, son transcritos desde la

hebra de cDNA (Lv, Guo, & Zhang, 2014).
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Figura 3. Diagrama de genoma de Circovirus Porcino. Las flechas de color rojo muestran la

direccion en la que estan codificados los marcos de lectura. (Lv, Guo, & Zhang, 2014).

El gen orf2 se compone de 702 nucle6tidos y es el que codifica para la proteina de la capside
del virus, cuyo tamafio es de 27,8 kDa y que posee 234 aminoacidos. Esta proteina
corresponde a la parte mas inmunogénica del virus, ademas de ser capaz de formar de manera
independiente estructuras icosahédricas, como se ha demostrado previamente (Lv, Guo, &
Zhang, 2014). Debido a esto, estudios previos y disefios potenciales de vacunas contra PCV2

se centran en esta proteina en particular.

Con todo esto, debido al gran impacto econémico de PCV2 en la industria porcina y a que
no existen herramientas terapéuticas eficientes contra esta enfermedad, la vacunacién se

considera la mejor alternativa para su control (Ellis, 2014).

Considerando la importancia de las pérdidas provocadas por circovirus porcino en la
industria porcina, la utilizacion de vacunas para combatir dicha enfermedad y debido a los

beneficios que presenta la técnica de produccion de vacunas por medio de vectores virales



13

en plantas, particularmente la utilizacion de la plataforma de magnifeccion con este fin, se
plantea a posibilidad de utilizar este procedimiento para expresar la proteina Orf2 de PCV2,
unida a la CP del TMV y proyectar estos resultados hacia la produccion de una vacuna contra

este patogeno.
1.5 Hipotesis:

Dado que el vector pTRBO-CP154 permite el clonamiento y expresion de proteinas
heterdlogas asociadas al virus de mosaico del tabaco (TMV), es posible la coexpresion de la

proteina Orf2 en la cépside del TMV.
1.6 Objetivo General:

Expresar la proteina de la capside del circovirus porcino unida a la proteina de la capside de

TMV mediante la magnifeccion de Nicotiana benthamiana.
1.7 Objetivos especificos:

1. Desarrollar un vector de expresion que incluya el gen de orf2 de PCV unido a la
secuencia codificante para CP de TMV

2. Transformar plantas de Nicotiana benthamiana por magnifeccion con los vectores de
expresion

3. Evaluar la expresion de la proteina recombinante TMV-CP:Orf2 en las plantas de

Nicotiana benthamiana transformadas por magnifeccion
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MATERIALES Y METODOS

2.1 PCR convencional

Se realizé PCR convencional con la enzima Taq RBC Polimerasa (RBC Bioscience, New
Taipei City, Taipei, China), con el fin de amplificar las secuencias de interés, siguiendo las
indicaciones del fabricante, donde se especifica una concentracion de dNTPs de 0,1 um, de
partidores F y R de 0,2 um, Mg?* a una concentracion de 1,5 mM y de 1,25 unidades de la
enzima polimerasa. Para los PCR efectuados se utiliz6 dos sets de partidores, especificados

en la Tabla 1.

Tabla 1. Partidores utilizados

Nombre Secuencia Tm Enzima de

restriccion?

orf2F | 5°-AAG GCG CCA TGA CGT ATC CAA GGA G-3’ 56 °C/ | Kasl

orf2R | 5°-GGG GCG GCC GCC TGA ATT GTA CAT ACA 62°C | Notl

TGG-3’

trboF | 5-TAATGA ACT GGT TCG TGG AAC-3’ 56°C -

trboR | 5’-TTG ACT ACC TCA AGT TGC AG-3’ -

! Los partidores orf2 r y f poseen sitios de corte para determinadas enzimas de restriccion,

estos sitios de corte se observan en la secuencia subrayada de la columna “Secuencia”.

Para ambos sets de partidores, se determind en primer lugar la temperatura de alineamiento
0 Tm mediante PCR. Esta se definid utilizando como referencia lo sugerido por el fabricante

de los partidores y a partir de eso, se realiz6 una gradiente con temperaturas mayores a esta
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en un PCR, llegando a la Tm especificada en la tabla 1 como la temperatura con la que se

trabajaria.

El PCR se efectud en un termociclador modelo Swift Maxi, marca Esco, utilizando los
siguientes pardmetros para ambos sets de partidores: la denaturacion inicial se llevé a cabo a
94°C durante 5 minutos, luego se realizé 35 ciclos de 30 segundos a 94°C de denaturacion,
30 segundos a la temperatura de alineacion, definida por los partidores utilizados, y 1 minuto

a 72°C para la elongacion; por ultimo, la elongacion final se realiz6 a 72°C durante 5 minutos.

Como parte del trabajo previo, en el marco de la unidad de investigacion, se obtuvo el vector
pGEM-T Easy:orf2 (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.), que contiene dentro de su sitio
multiple de clonamiento el fragmento de interés orf2. A partir de este plasmidio, se realizé
PCR, utilizando el protocolo para la Taq Polimerasa RBC y los partidores orf2 Fy R, con el
fin de amplificar la secuencia de interés con los sitios de corte para las enzimas de restriccion

Notl y Kasl, que seran utilizados en la ligacion posterior.

Con el fin de expresar el gen de interés orf2, se busca subclonar este, obtenido a partir de

PCR como se menciono anteriormente, dentro de un vector viral de expresion en plantas.

Inicialmente, el subclonamiento se intentd utilizando el vector pTRBO-CPL, sin embargo,
se analizaron también los plasmidios TRBO disponibles mediante PCR, con el fin de escoger

el vector més indicado para este proceso (Figura 4).

Para esto, se utilizo los partidores “trbo” F y R para analizar los siguientes plasmidios

disponibles:

- pILTRBO

-  pTRBO-GFP



16

- pTRBO-CPL

- pTRBO-CP154
El plasmidio pJLTRBO, tal como se puede observar en la figura 4, posee multiples sitios de
digestion con enzimas de restriccion, ademas porta el gen de resistencia a kanamicina y
carece del gen codificante para la proteina de la capside de TMV. Los otros tres vectores
derivan de pJLTRBO; pTRBO-CPL es resultado de la insercion del gen codificante para la
capside, junto con una secuencia “linker” (GGGGS)3, pTRBO-CP154 también posee el gen
codificante para la capside de TMV pero truncada en el aminoacido 154, por ultimo, pTRBO-
GFP consiste en el vector pJLTRBO con el gen codificante para la proteina fluorescente

verde (GFP) en el sitio maltiple de clonamiento.

TspMI - Xmal (256)
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Figura 4. Vectores pTRBO analizados. En pJLTRBO se observa en color celeste el gen de

resistencia a kanamicina que poseen los cuatro plasmidios.

2.2 Electroforesis en gel de agarosa y extraccion de DNA desde gel de agarosa
El material genético obtenido mediante PCR, fue separado mediante electroforesis en gel de

agarosa 1% en TAE y posteriormente extraido desde el gel utilizando el kit comercial
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“Zymoclean Gel DNA Recovery” (Zymo Research, Irvine, California, EE.UU.), segln las
especificaciones del fabricante, protocolo que permite separar mediante columna de afinidad

el DNA del gel.

2.3 Digestion con enzimas de restriccion
Las secuencias genéticas correspondientes a orf2 y pTRBO-CP154 fueron tratadas con dos

enzimas de restriccién en tres condiciones diferentes:

- Corte con Notl y luego con Kasl

- Corte con Kasl y luego con Notl

- Doble digestion con Notl y Kasl simultdneamente.
Para los primeros dos casos, se cortd con una enzima, el producto fue separado en gel de
agarosa y extraido desde el gel y tratado posteriormente con la otra endonucleasa. En el tercer
caso mencionado, la digestion se realizd simultaneamente con Notl y Kasl. Para esto, fue
necesario definir el mejor buffer de digestion y el protocolo indicado para utilizar con ambas

enzimas.

Siguiendo las indicaciones de los fabricantes, se probd con el Buffer Tango (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) y con NEBuffer 3.1 (New England Biolabs,
Ipswich, Massachusetts, EE.UU.), utilizando como DNA templado el vector pTRBO-CPL

(500 ng para una reaccion de 50 pl).

Todos los cortes enzimaticos se realizaron durante 16 horas a 37 °C, luego las enzimas fueron

inactivadas a 80 °C durante 20 minutos.

Una vez definido el protocolo y el buffer, se realizo la doble digestion enzimética con Kasl

y Notl a las muestras de orf2 y pTRBO-CP154. Los productos de este proceso fueron
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separados mediante electroforesis en gel de agarosa para verificar que la digestion se realizo
exitosamente, luego, con el fin de desalinizar las muestras, se concentraron utilizando el kit
“DNA Clean & Concentrator'™-5" de la marca Zymo Research (Zymo Research, Irvine,

California, EE.UU.) segun las indicaciones del fabricante.

La concentracion de las muestras de DNA obtenidas se midio utilizando un espectofotometro
EPOCH (BioTek, Winooski, Vermont, EE.UU.) y mediante el Software Gel Analyzer 2010a.
Para este ultimo método, se cargaron las muestras obtenidas en un gel de agarosa de 1%y se
separaron mediante electroforesis. Luego, tomando como referencia las concentraciones
conocidas de cada banda del ladder de carga HyperLadder™ 1 Kb (Bioline, Londres, Reino
Unido), se calcul6 la concentracion de la muestra basandose en la intensidad de la banda en

el gel.

2.4 Ligacion

Para ligar los fragmentos de orf2 y pTRBO-CP154 cortados con las enzimas de restriccion y
construir el vector pTRBO-CP154:0rf2 (figura 5) se probaron distintas condiciones. En
primer lugar, para la cantidad de vector e inserto se utilizaron las razones 1:3 y 1:5

respectivamente, en ng de DNA.

Ambas razones se probaron incubando durante toda la noche y en tres condiciones distintas
de temperatura. En primer lugar, se intento realizar a ligacion con una temperatura de 4 °C,
luego se modifico el protocolo y se comenz6 a trabajar con las temperaturas de 16 °C y 20

°C.

Todas estas condiciones se replicaron para el vector pTRBO-CP154 vacio y para el mismo

plasmidio con el inserto o gen de interés orf2. El proceso de ligacion se llevo a cabo utilizando
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la enzima Ligasa T4 (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.) siguiendo el protocolo

indicado por los fabricantes.
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Figura 5. Vector pTRBO-CP154:0rf2 tedrico. En amarillo se muestra el gen orf2 y en azul
el gen de la proteina de la capside CP unido a orf2. En los circulos morados y verdes se

aprecian los partidores orf2 Fy Ry trbo F y R, respectivamente, en sus sitios de empalme.

2.5 Transformacion TSS 1X de E. coli

Bacterias de la cepa JM109 de E. coli fueron transformadas con el vector obtenido de la
ligacidn realizada previamente, incluyendo el ensayo de vector solo y el control negativo sin
ligacidn. Esto se realiz6 siguiendo el “protocolo de transformacion quimica TSS 1X” (Chung,
Niemela, & Miller, 1989). El cual consta brevemente de: se dejo un indculo en medio LB

creciendo durante la noche a 37 °C y 220 rpm de agitacion, al dia siguiente se agreg6 100 pl
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de este inoculo a 5 ml de caldo tibio y se incubo en las mismas condiciones hasta alcanzar
una DOegoo de 0,6. Una vez obtenida la concentracion necesaria se tom¢ una alicuota de 1 ml
del crecimiento por transformacién y se centrifug6 1 minuto a 10000 g, se descartd el
sobrenadante. El pellet se mantuvo a 4 °C, fue resuspendido en 100 pl de TSS1X 'y se incubo
en hielo durante 5 minutos. Se agreg6 5 ul de la ligacién y se incubd la muestra durante 1
hora en hielo, posteriormente se dio un golpe térmico de 45 segundos a 42 °C e
inmediatamente se volvid a poner las muestras en hielo, donde se mantuvieron por 3 minutos.
Luego se agrego en cada tubo 1 ml de caldo LB o SOC, estos se incubaron durante 1 hora a
37 °C y a 220 rpm de agitacion para finalmente ser plaqueados en medio selectivo LB agar
suplementado con Kanamicina (50 pg/ml) e incubados a 37 °C, durante la noche y sin

agitacion.

Se sembraron dos placas por cada grupo y se agreg6 para cada condicion un control negativo,

teniendo un total de 18 placas Petri.

2.6 Extraccion de DNA plasmidial desde colonia de E. coli

Todas aquellas colonias que crecieron frente a kanamicina fueron las que adquirieron el
vector (solo o con el inserto) durante la transformacion. Estas colonias fueron numeradas y
aisladas para crecer en medio LB liquido con la misma concentracion de kanamicina. Se
extrajo cuidadosamente la colonia desde la placa Petri y se depositdé dentro de un tubo
Eppendorf de 2 ml con 1 ml del medio selectivo. Estos cultivos quedaron durante toda la

noche a 37 °C con 200 rpm.

A partir de los indculos se extrajo el DNA de cada colonia, para esto se centrifugd 50 pl del

cultivo a 10000 g, descartando el sobrenadante. Se agregd 100 ul de agua destilada y se
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calentaron las muestras a 95 °C durante 5 minutos, estas fueron finalmente centrifugadas a

10000 g por 5 minutos, obteniendo como resultado el DNA en el sobrenadante.

Las colonias obtenidas fueron enumeradas del 1 al 16, de las cuales no todas fueron
analizadas, se seleccion0 seis, correspondientes a las colonias 2, 4, 6,10, 12 y 16, con el fin
de seleccionar bacterias transformadas en distintas condiciones. Estas colonias fueron
analizadas mediante PCR con los partidores trbo, esperando que el distinto tamafio del
amplificado indique la presencia del vector solo, en caso de haber una banda de
aproximadamente 100 pb o del vector transformado, en caso de encontrarse un amplificado

de aproximadamente 700 pb.

El producto de este PCR se separd mediante electroforesis en gel de agarosa 1% en TAE 1X.

La colonia seleccionada fue analizada nuevamente por PCR vy electroforesis, pero esta vez

combinando los partidores orf2 y trbo:

1. FtrboyR orf2
2. Forf2yRtrbo
En donde se esperaba una banda de aproximadamente 700 pb, correspondiente a orf2 en

ambos casos. El resultado de este PCR fue separado en gel de agarosa 1% en TAE 1X.

2.7 Extraccion de DNA plasmidial desde cultivo de E. coli

Con el fin de obtener el DNA plasmidial a partir de las bacterias transformadas, se preparo
un inoculo de 50 ml de caldo LB con kanamicina (50 pg/ml) con la colonia transformante y
se realizd la extraccion utilizando el kit comercial “innuPREP Plasmid MIDI Direct Kit”

(Analytikjena, Jena, Alemania) segun las indicaciones del fabricante.
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2.8 Secuenciacion y analisis de secuencias

Con el fin de comprobar que la transformacion fue exitosa, se mando a secuenciar el
plasmidio extraido a partir de la colonia 4, luego de extraerlo del cultivo de E. coli donde se
encontraba. El DNA obtenido fue enviado al servicio de secuenciacion de la Universidad
Catolica de Chile, donde se utiliza la tecnologia ABI PRISM 3100 para fines de

secuenciacion a partir de plasmidios.

La secuencia obtenida fue analizada y comparada con la secuencia conocida para orf2, junto
con TMV cortado en el aminoécido 154, por medio de dos software diferentes. Jalview 2.11.0
se utilizo para alinear ambas secuencias, pues este programa trabaja directamente con Clustal
W y Clustal X, version 2.0. En primer lugar, se realizd alineamiento de las secuencias
nucleotidicas y luego de sus secuencias aminoacidicas. Posteriormente, se uso el Software

DS Gene para realizar los mismos alineamientos y corroborar los resultados obtenidos.

2.9 Cultivo de plantas N. benthamiana

Las plantas utilizadas para la infiltracion corresponden a la especie Nicotiana benthamiana.
Para obtenerlas se sembraron semillas en tierra de hojas dentro de cubetas de 5x5 cm para la
germinacién. Cuando alcanzaron el tamafio adecuado, es decir, cuando ya presentaban 4
hojas, fueron transplantadas a macetas de mayor tamafio (didmetro de 12 cm). Una vez en la
maceta, fueron regadas 3 veces a la semana y suplementadas semanalmente con 50 ml de
medio Murashige & Skoog (MS) a una concentracion de ¥2 MS, cuya equivalencia en g/l esta
especificada por el fabricante. En este caso correspondia a 4,4 g por litro de solucion, por lo

tanto, se utilizd para este proposito 2,2 g de MS en 1 litro de solucion con agua destilada.
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Durante todo el proceso de germinacion y crecimiento de la planta, las condiciones de
temperatura y humedad se mantuvieron controladas a 24-28 °C y entre 40 y 60%

respectivamente.
A las 4 semanas, las plantas que no desarrollaron flores estuvieron listas para la infiltracion.

2.10 Preparacion de A. tumefaciens competentes

Con el fin de transformar A. tumefaciens, fue necesario volverlas competentes, por lo tanto,
se tomo una colonia de placa fresca y se inoculd 4 ml de caldo LB con gentamicina (25
pg/ml) y rifampicina (10 pg/ml), estos indculos fueron incubados a 28 °C y 220 rpm por 18
horas. Luego, en un matraz de 250 ml se colocd 50 ml de caldo LB con gentamicina (25
pg/ml) y rifampicina (10 pg/ml), se agregd los 4 ml del indculo y se incubd a 28 °C con 220
rpm hasta alcanzar una DOsoo de entre 0,5-0,6, una vez obtenida esta concentracion se dejo
el cultivo en hielo durante 10 minutos. Se transfirio el cultivo a dos tubos Falcon de 50 ml
frios y se centrifugé durante 5 minutos a 3000 g y 4 °C, el sobrenadante se descartd
completamente, mientras que el pellet fue resuspendido en 1 ml de CaCl> 20 mM.

Finalmente, las bacterias fueron alicuotadas y almacenadas en -80 °C.

2.11 Transformacion de A. tumefaciens
Se realizo la transformacidn de A. tumefaciens con los plasmidios de interés pTRBO-CP154,
pTRBO-CP154:0rf2 en duplicado y su respectivo control negativo en una muestra Unica. En

stock ya se mantenian bacterias transformadas con pTRBO-GFP.

Se utilizaron las células de A. tumefaciens competentes obtenidas previamente, estas se
descongelaron en hielo desde los -80 °C donde se encontraban y se les agregd 10 ml del

plasmidio de interés, se mezclé suavemente invirtiendo el tubo. Se incubaron las células en
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nitrégeno liquido durante 5 minutos e inmediatamente se traspasaron a un bafio de agua a 37
°C, donde se mantuvieron nuevamente durante 5 minutos. Se agreg6 1 ml de medio SOC, se
mezcld suavemente y se incubaron los tubos a temperatura ambiente y sin agitacion durante
3 horas. Se centrifugaron las muestras a 7000 g durante 7 minutos y se extrajo 0,9 ml del
sobrenadante para resuspender el pellet con lo que qued6 de sobrenadante. Finalmente se
sembraron las células en placas de LB agar selectivo con gentamicina (25 pl/ml), rifampicina
(10 pg/ml) y kanamicina (50 pg/ul) y se incubaron a 28 °C sin agitacion 2 a 3 dias o hasta
tener colonias contables. Las colonias transformantes fueron analizadas mediante PCR con

los partidores trbo F y R para confirmar la presencia del gen de intereés.

Una vez amplificadas estas colonias se prepardé un indculo en caldo LB con los mismos
antibioticos para generar un stock de bacterias, agregando 500 ul de glicerol 80% estéril al
mismo volumen del cultivo bacteriano en caldo LB. Estas bacterias fueron almacenadas a -

80 °C en alicuotas.

2.12 Preparacion de medio de agroinfiltracion

Se prepar6é medio de agroinfiltracion utilizando las bacterias transformadas:

- pTRBO-CP154

-  pTRBO-CP154:0rf2

-  pTRBO-GFP
En primer lugar, se inocul6 100 pl del cultivo stock de A. tumefaciens, transformadas con los
plasmidios de interés, en 5 ml de caldo LB con gentamicina (25 pl/ml), rifampicina (10 pl/ml)
y kanamicina (50 pg/ml) y se incub6 a 28 °C con 220 rpm de agitacion durante 32 horas.
Con 3 ml de este cultivo se inoculd 50 ml de caldo L-MESA, incubando en las mismas

condiciones anteriores hasta alcanzar una DOsoo de entre 0,5 y 1,0, siendo lo ideal entre 0,8
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y 1,0. Una vez alcanzada la concentracion necesaria se centrifugé el cultivo por 10 minutos
a 5000 gy a 15°C, el sobrenadante fue descartado en su totalidad. El pellet fue resuspendido
suavemente en la cantidad de medio de agroinfiltracion necesaria para obtener una DOegoo de

1,0-1,1 e incubado durante la noche en oscuridad y a temperatura ambiente.

2.13 Agroinfiltracion al vacio

La agroinfiltracion se realiz6 en cuatro grupos segun el vector contenido en A. tumefaciens:

- pTRBO-CP154 (154)

- pTRBO-CP154:0rf2 (02)

- pTRBO-CP154/pTRBO-CP154:0rf2 (154/02)

- pTRBO-GFP (GFP)
De estos, el grupo 154/02 corresponde a una mezcla de medio de agroinfiltracion de 154 y
de 02, mezclados en partes iguales una vez preparados. Ademas, se infiltré una planta

Unicamente con agua destilada como control negativo, este grupo se denomina C.

El grupo correspondiente a GFP fue utilizado como control del proceso de agroinfiltracion
debido a la presencia en su estructura del gen codificante para la proteina fluorescente verde,
que permite evaluar la efectividad de la infiltracién segun la presencia o ausencia de

fluorescencia en las hojas.

El medio de agroinfiltracion (m.a.i.) preparado el dia anterior, qued6 durante toda la noche
incubando en oscuridad y a temperatura ambiente (20°C). Este fue diluido en una razon de

30 ml de m.a.i por 900 ml de agua destilada.

Esta solucion se vertio en un vaso de precipitado de 1 I, de tal manera que el liquido quedara

cercano al borde del vaso.
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Por otro lado, la maceta que contiene la planta a infiltrar fue cubierta con papel aluminio
sobre la tierra, dejando al descubierto la parte aérea de la planta sin que se vierta la tierra al
voltear el macetero (figura 6A). Se invirtid la maceta sobre el vaso de precipitado,
sumergiendo las hojas de la planta dentro del m.a.i. (figura 6B) y juntos se pusieron dentro
de la camara de vacié como se aprecia en la figura 6C. Una vez sellada la camara, se aplico
presion entre 60 y 70 kPa durante 5 minutos, luego se fue liberando la presion de manera
gradual, durante aproximadamente 3 minutos, mientras el liquido ingresaba lentamente a la

hoja.

Posteriormente, se retird la planta del medio y se limpié sumergiéndola en agua destilada
para retirar el exceso de m.a.i. que no ingreso a la hoja. Finalmente, la planta infiltrada fue

devuelta a las condiciones anteriores en el invernadero.

Figura 6. Proceso de agroinfiltracién. En (A) se puede apreciar como se cubri6 la tierra de
cada maceta, dejando libre la parte aérea de la planta. (B) muestra en detalle la hoja dentro

del medio de agroinfiltracion. Finalmente, (C) instalacion completa del proceso; la planta
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invertida y con sus hojas sumergidas dentro de la solucion de infiltracion, dentro de la camara

conectada al vacio.

2.14 Extraccion de RNA
Las hojas que presentaron signos de infeccion tales como lesiones o marcas en las hojas,
coincidentes con las zonas infiltradas, durante los dias 4 y 10 luego de la infiltracion, fueron

cortadas con bisturi en el peciolo y almacenadas en RNAlater a -20 °C.

Posteriormente, desde esta hoja se extrajo RNA utilizando RNAsolv (Omega Bio-tek,

Norcross, Georgia, EE.UU.) mediante el protocolo indicado por los fabricantes.

2.15 Sintesis de cDNA

El RNA obtenido fue tratado con DNAsa (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.) segun
indicaciones del fabricante, para eliminar todo el DNA que haya podido quedar
contaminando la muestra, y asi obtener RNA lo mas puro posible. Con el fin de comprobar
la ausencia de DNA en esta etapa se realiz6 un PCR confirmatorio con los partidores orf2 y

trbo utilizando el mismo protocolo antes mencionado para estos partidores.

Luego, el RNA obtenido se pas6 a cDNA mediante transcripcion reversa utilizando la enzima
RT-mMulV (NEBiolabs, Ipswich, Massachusetts, EE.UU.) segln las indicaciones del

fabricante y utilizando los partidores reverse de orf2 y trbo en muestras por separado.

Una vez obtenido el cDNA, se realizd PCR con los partidores trbo y orf2. Con el fin de
obtener mejores resultados y mas precisos, se realizo una gradiente de temperatura con los
partidores orf2, de manera de poder probar temperaturas méas altas y obtener una mayor
especificidad de los partidores. La gradiente se realizo entre 56 y 62°C y finalmente se utilizo

la temperatura de 62 °C.
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2.16 Extraccion de proteinas

De las mismas hojas que se cortaron desde las plantas infectadas, antes de ser almacenadas
en RNA later, se separaron algunas para evaluar la expresion proteica. Usando un bisturi se
corto las hojas desde el peciolo para colectar el tejido infectado, estas hojas fueron pesadas
y posteriormente congeladas con nitrogeno liquido para ser molidas en un mortero. A esto se
le agregd 4 veces el peso del tejido infectado en ml de buffer de extraccion para continuar
moliendo y homogeneizar lo mas posible. Este buffer estd compuesto de acetato de sodio 50
mM, metabisulfito de sodio en una concentracion de 0,1% p/v y betamercaptoetanol en

0,01% p/v y su pH fue ajustado a 5,0 al momento de su preparacion.

El liquido obtenido fue filtrado con dos capas de gasa, colectado, calentado durante 5 minutos
a 50 °Cy centrifugado a 8000 g por 25 minutos para clarificar, dejando el material verde en
el pellet. EI sobrenadante se traspasé a un tubo limpio y se mantuvo en hielo. Su pH se ajusto6
a 7,00 y se agregdé NaCl 5M en un volumen de 0,17 veces el sobrenadante obtenido y 0,2
veces del mismo volumen de PEG 40% (p/v). Se dejo reposar la solucion en hieloy a 4 °C

por al menos 60 minutos.

Terminado el tiempo de incubacién se centrifug6 la solucién por 25 minutos a 4 °C a 15000
g, el sobrenadante fue traspasado a un tubo limpio y guardado, mientras que el pellet fue
resuspendido en 1/10 del peso de tejido obtenido inicialmente de buffer fosfato 10 mM pH
7,2. Finalmente se centrifugo el pellet resuspendido a 7000 g por 7 minutos, el virus quedd

en el sobrenadante, al que se le agrego 1 volumen de glicerol para preservarlo.

2.17 Electroforesis en gel de poliacrilamida
El extracto de proteinas obtenido del paso anterior fue analizado mediante separacion por

electroforesis en gel de poliacrilamida denaturante (de concentracion 16,5%) y Western Blot.
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Para esto, se prepar6 cada muestra con su buffer de carga, el que posee SDS, j-
mercaptoetanol, colorante azul de bromotimol y tris; mezclando 80 pl de la muestra con 20
ul del buffer de carga que se encuentra concentrado 5X. La solucién obtenida se calenté a
95°C durante 5 minutos y posteriormente se separé en gel de poliacrilamida a un voltaje de

170 volts.

2.18 Tincion con azul de Coomassie

El gel fue tefiido directamente durante la noche a 20°C con 70 rpm de agitacion en buffer de
tincion, el que contiene metanol 40%, acido acético 7% y azul de Coomassie 0,1%. Al dia
siguiente se le aplicé solucion de destincién (metanol 40% y é&cido acético 7%),

manteniéndolo en agitacion y renovando la solucién a medida que se saturaba.

2.19 Tincion de plata

Como complemento, también se realiz6 tincion de plata del gel de poliacriamida, probando
dos técnicas diferentes. EI primer protocolo se realiz6 en su totalidad a una temperatura de
20°C y 60 rpm de agitacion. Se comenzo con la fijacion del gel durante toda la noche,
utilizando 100 ml de la solucién fijadora 1, compuesta de 50 ml de etanol 100%, 12 ml de
acido acético 100% y 50 pl de formaldehido 37%; terminada esta incubacion se continud
fijando el gel utilizando 4 ml de glutaraldehido 4% en 20 ml total de solucion, durante 30
minutos. Luego de la fijacion, el gel se lavo 3 veces durante 20 minutos con una solucion de
etanol 50% y se continud con el pretratamiento; para este paso se mantuvo el gel durante un
minuto en 50 ml de una solucién compuesta de 0,5 ml de solucidn stock (tiosulfato de sodio
80 mM). Posteriormente, el gel se lavo con agua destilada 3 veces con agua destilada para

luego ser incubado durante 20 minutos con 50 ml de solucién de tincidn, preparada
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previamente con 100 mg de nitrato de plata, 37,5 pl de formalina 37% y agua destilada. Esta

solucion se lavo con agua 3 veces.

Finalmente, la tincion fue revelada utilizando 50 ml de la solucion compuesta de 3 g de
carbonato de sodio, 25 pl de formalina 37% y 10 ul de la solucion stock utilizada
previamente. Esta incubacion se realizd por aproximadamente 4 minutos, cuando se pudo
distinguir las bandas del gel, en este punto se lavé la solucion de revelado 2 veces por 2

minutos con agua destilada y se detuvo la reaccion con metanol al 50%.

El segundo protocolo de tincion de plata que se utilizo consistio en fijar el gel utilizando una
solucion de etanol 10% y acido acético 0,5% durante 30 minutos; luego, se incub6 durante 2
horas en solucidn de tincion, preparada con nitrato de plata 0,011 M, e lavo el gel con agua
destilada y se reveld la tincion con hidroxido de sodio 0,75 M, Formaldehido 0,1 M y
borohidruro de sodio 0,0023 M. Finalmente, la solucion se detuvo utilizando agua destilada.

Cada paso de este protocolo, al igual que el anterior, se realiz6 a 20°C y a 60 rpm de agitacion

2.20 Western Blot

A partir de un gel de poliacrilamida donde se separaron las muestras se realizé el Western
blot. La transferencia a membrana de nitrocelulosa se realiz6 durante 45 minutos a 250 mA
de corriente. Esta membrana fue bloqueada en leche 5% en buffer fosfato (PBS) durante la
noche a 20°C y 70 rpm de agitacién. Posteriormente fue incubada con el anticuerpo primario
anti TMV (Capture Antibody for TMV, Agdia, Indiana, EE.UU.) que reconoce la proteina
de la capise de TMV, el que se encontraba en solucion de leche 0,5% en PBS, durante una
horaa 37°C y el mismo nivel de agitacion. Luego de esta incubacién, la membrana fue lavada
con buffer PBS con Tris PBST para poder utilizar el anticuerpo secundario anticonejo en

leche 0,5% en PBS (Peroxidase conj aff pur anti-rabbit igg, Rockland Immunochemicals,
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Pottstown, Pensilvania, EE.UU.), el cual se mantuvo con la membrana durante 45 minutos a

35°C y 70 rpm de agitacion.

Finalmente, el Western Blot fue revelado utilizando TMB, sustrato de la enzima peroxidasa

que se encuentra unida al anticuerpo secundario.
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RESULTADQOS

3.1 Desarrollar un vector de expresion que incluya el gen de orf2 de PCV unido a la

secuencia codificante para CP de TMV

3.1.1 Identificar la secuencia génica del gen orf2

A partir del vector pPGEMT Easy:orf2 (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.) obtenido
previamente en la unidad de investigacion y mediante PCR, se obtuvo la secuencia génica de
orf2 junto con los sitios de corte para Notl y Kasl proporcionados por los partidores. El
producto de PCR se separé mediante electroforesis en gel de agarosa (figura 7) y se obtuvo
una banda correspondiente al gen de interés, en el tamafio deseado de aproximadamente 700
pb como se observa en el recuadro rojo. Esta banda de DNA se extrajo desde el gel

obteniendo una concentracién de 95,9 ng/ul.

(-) Ladder orf2

1000 W
SO0

600 e
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Figura 7. Gen de interés orf2 en electroforesis en gel de agarosa. Se observa en el tercer

carril la banda deseada a 700 pb, marcada en el recuadro rojo. En el primer carril se
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muestra el control negativo del PCR, el que se realizé con agua libre de nucleasas en lugar
de DNA como templado;se observa que se encuentra ausente la banda mencionada. El

Ladder utilizado corresponde a HyperLadder 1Kb de la marca Bioline.

3.1.2 Andlisis de vectores pTRBO

En la figura 8 se observa el resultado de la electroforesis en gel de agarosa de todas las
variantes del plasmidio pTRBO analizadas por medio de PCR con los partidores trbo F y R,
con el fin de seleccionar el vector para continuar utilizando. Se puede ver que cada plasmidio
presenta bandas en diferentes tamafios, pero analizando particularmente los vectores
pTRBO-CPL y pTRBO-CP154, que son los de mayor interés se puede ver en cada vector
una Unica banda entre los 1000 y 1500 pb y una banda bajo 200 pb respectivamente. Por la
secuencia con la que fueron construidos los partidores, se esperaba para pTRBO-CPL obtener
un amplificado de 170 pb, mientras que para pTRBO-CP154, se esperaba uno de 110 pares
de bases aproximadamente. Debido a este resultado y a las caracteristicas propias del vector,

se trabajo de aqui en adelante con el vector pTRBO-CP154 para las siguientes etapas.
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Figura 8. PCR de vectores pTRBO utilizando partidores trbo. Las temperaturas de
alineamiento analizadas corresponden a 53,3°C, 54,8°C y 55,8°C y se representan en la figura
como 1, 2 y 3. Para cada vector analizado se realiz6 con control negativo con agua libre de
nucleasas en lugar de DNA como templado, el que se muestra como (-). EI Ladder utilizado

corresponde a HyperLadder 1Kb (Bioline, Londres, Reino Unido).

3.1.3 Digestién de orf2 y pTRBO-CP154 con enzimas de restriccion

Con el fin de obtener la secuencia de interés orf2 y el vector pTRBO-CP154 cortados, con
sus respectivos bordes cohesivos y disponibles para la ligacién, se probd en reiteradas
ocasiones el corte consecutivo con ambas enzimas, utilizando primero una endonucleasa y la
otra luego de la extraccion de DNA desde el gel. En todas estas pruebas la concentracién
final obtenida resulté ser muy baja, perdiéndose mucho DNA posterior a los dos cortes

enzimaticos y sus respectivas extracciones desde el gel.

El resultado del corte de pTRBO-CPL con ambas enzimas simultdneamente y con los buffer

Tango 2X y NE 3.1 se muestra en la figura 9. Como se puede apreciar, la digestion funciona
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mejor utilizando el buffer Tango 2X que con NEBuffer 3.1. Se observa que, con el primer
buffer, el vector se abre mostrando una banda cerca de los 10000 pb, ademas de liberar un
fragmento cerca de los 2500 pb como se esperaba, considerando que el vector pTRBO-CPL
posee en realidad un inserto que se desconoce y por lo mismo fue descartado. Sin embargo,
el corte con NEBuffer 3.1, muestra dos bandas cercanas a los 10000 pb, y una marca muy
tenue cercana a los 2500 pb, lo que indica que el corte no fue eficiente, pues se observa el
mismo patron que se genera con la doble digestion utilizando el buffer Tango 2X pero en
menos concentracion, prevaleciendo la banda de mayor tamafio que se presume, podria

corresponder al vector linealizado, cortado Gnicamente por una enzima.

Buffer Buffer
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Figura 9. Doble digestion de vector pTRBO-CPL utilizando enzimas Kasl y Notl. Se
muestra el resultado del corte enzimatico con dos buffer diferentes; Bufer Tango en
concentracion 2X y NEBuffer 3.1. En la figura, (-) corresponde al control negativo del corte
enzimatico, realizado sin enzimas de restriccion, mientras que “V” se refiere a “vector”
indicando que en dicho carril estd cargado el vector pTRBO-CPL sometido a la doble

digestion con el buffer correspondiente. EI Ladder utilizado corresponde a HyperLadder 1Kb

de la marca Bioline.
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Posteriormente, se realizo la doble digestion del vector pTRBO-CP154 y del gen de interés
orf2, mediante el protocolo definido gracias a los resultados obtenidos previamente.
Utilizando el gel de electroforesis se calculd la concentracion de la muestra de orf2 que fue
obtenida en primer lugar, mediante el software Gen Analyzer 2010a, teniendo como
referencia las concentraciones de las bandas de ladder de carga Bioline 1 Kb. EI valor

obtenido es de 43,49 ng/ul.

Luego se midio con el mismo sistema la concentracion de la muestra de pTRBO-CP154
obtenida tras el corte enzimatico, medida que se corrobord utilizando el equipo Epoch. El

valor obtenido fue de 48,043 ng/pl.

3.1.4 Ligacion

Se intentd la ligacion con el protocolo, mencionado en la seccion 2.4 de materiales y métodos,
a una temperatura de 4°C, sin embargo, no se obtuvo colonias transformantes en el paso
posterior, por lo tanto, se comenzd a trabajar Gnicamente con las temperaturas de 16 °C y 20

°C.

3.1.5 Transformacion E. coli
Las placas obtenidas de la transformacion bacteriana fueron incubadas durante toda la noche

en condiciones controladas. Luego se analizo la formacién de colonias.

Se puede observar en la tabla 2 la cantidad de colonias obtenidas en cada condicion analizada.
Todas estas colonias corresponden a bacterias producto de una transformacion exitosa.
Ademas, en las placas correspondientes a cada control negativo no se observd crecimiento

de colonias. EI control negativo se realizo sometiendo a las bacterias al mismo proceso de
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transformacion, pero sin utilizar algin vector, unicamente transformando con agua libre de

nucleasas.

Tabla 2. NUumero de colonias de bacterias transformantes obtenidas en cada condicién del
proceso de ligacion; a una razén de vector:inserto de 1:3, 1:5 o vector solo, sin inserto y a

una temperatura de 16 o 20°C.

1:3 1:5 Vector solo
16 °C 2 2 4
20 °C 1 1 6

3.1.6 Confirmacion de las secuencias

Las colonias obtenidas de la transformacion bacteriana se analizaron mediante PCR con los
partidores trbo y posteriormente fueron separadas mediante electroforesis en gel de agarosa.
La Tabla 3 muestra las condiciones a las que se llevd a cabo la ligacion para cada una de las
colonias analizadas. Como se muestra en la figura 10 el carril donde se cargd el control
positivo de orf2 presenta una banda en aproximadamente 700 pb, que presumiblemente
corresponderia al gen orf2, esta misma banda se observa en el carril correspondiente a la
colonia 2, pero con mayor claridad en la colonia nimero 4, donde ademés de estar mucho

mas concentrado este fragmento, es la Unica banda que se puede apreciar.

Por otro lado, el carril que muestra el control positivo para el vector vacio posee solo una
banda levemente sobre los 100 pb, coincidente con el analisis anterior mediante PCR de los
vectores vacios, particularmente para el vector pTRBO-CP154 (figura 8), que corresponde

al fragmento contenido entre los sitios de alineamiento de los partidores trbo F y R en el
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vector vacio segun su secuencia. Este mismo fragmento se observa en las colonias 6, 12 y

16, indicando que estas colonias poseen el vector pTRBO-CP154 sin inserto.

Tabla 3. Condiciones de obtencién de colonias transformantes analizadas.

Colonia Vector utilizado Razén de ligacion Temperatura
de vector:inserto
2 pTRBO-CP154:0rf2 1:3 16 °C
4 pTRBO-CP154:0rf2 1:5 16 °C
6 pTRBO-CP154 - 20 °C
10 pTRBO-CP154 - 20 °C
12 pTRBO-CP154 - 16 °C
16 pTRBO-CP154:0rf2 1:3 16 °C

La colonia numero 4 fue seleccionada para continuar con los analisis. Para corroborar la
presencia del inserto, se vuelve a realizar PCR, pero esta vez combinando los partidores trbo
y orf2. Como se puede apreciar en la figura 11, ambas combinaciones de partidores arrojan
el mismo resultado, mostrando una Unica banda muy clara de un tamafio aproximado de 700
pb en los carriles donde se cargé la colonia 4, banda que no se observa en el control utilizado,

el vector p TRBO-CP154 vacio.
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Figura 10. PCR confirmatorio de colonias transformadas. Al lado izquierdo del Ladder de
carga, se encuentran los grupos control y al lado derecho las colonias analizadas. Los
controles corresponden a; agua cargada directamente en el gel (H20), PCR con partidores
trbo realizado con agua libre de nucleasas como templado (-), fragmento de interés orf2
extraido previamente desde gel (orf2) y producto de PCR de vector pTRBO-CP154 con los
partidores trbo (pT). Encerrada en el recuadro rojo se encuentra la banda de
aproximadamente 700 pb, coincidente con la banda del mismo tamafio en el control positivo

orf2. El Ladder de carga corresponde a 100 bp DNA Ladder de la marca Promega.
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Figura 11. Andlisis de colonia seleccionada utilizando los partidores orf2 y trbo combinados.
En el recuadro rojo se marca la banda de aproximadamente 700 pb. A la izquierda del Ladder
de carga, primer carril corresponde Unicamente a agua libre de nucleasas, cargada como
control negativo de la electroforesis, luego, el segundo carril corresponde a la colonia nimero
4, el tercer carril es el control negativo del PCR, donde se utiliz6 agua como templado y, por
ultimo, pT corresponde al vector p TRBO-CP154 utilizado como templado en PCR. Al lado
derecho del Ladder se encuentran la colonia nimero 4, el control negativo del PCR vy el
producto de PCR realizado con el vector vacio como templado, en ese orden. El Ladder de

carga utilizado corresponde a 100 bp DNA Ladder de la marca Promega.

3.1.7 Secuenciacion
La muestra obtenida a partir de la colonia seleccionada fue secuenciada y analizada mediante
alineamiento de secuencias. Para esto se comparo la secuencia obtenida desde el partidor f

con la secuencia esperada de pTRBO-CP154:0rf2. La figura 12, muestra el alineamiento
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obtenido en el programa Jalview para la secuencia esperada y la obtenida, tanto con el
partidor forward, como con el reverse (utilizando el reverso complementario de esta
secuencia), se observa en el recuadro rojo el nucledtido desde donde coinciden las secuencias,
correspondientes al nucleotido 6211 al 6926. Se puede observar que, dentro de la secuencia
alineada, existen 4 gaps o saltos, representados en la secuencia por guiones, todos ellos se
encuentran en el secuenciado a partir del partidor trbo R y en uno de sus extremos, que es
donde generalmente se presenta la mayor tasa de error e imprecision en una secuenciacion,
por lo tanto, se utiliza para posteriores analisis el secuenciado desde el partidor F. EI mismo
alineamiento se realizo con el Software DS Gene, los resultados se muestran en la figura 10
en ¢l formato de “Dot Plot”, donde se observa una recta que indica la alta identidad entre
ambas secuencias. En ambas figuras se puede apreciar una alta identidad entre ambos
fragmentos, indicando la presencia de orf2 en el vector. Pese a que el resultado del Dot Plot
utilizando los dos secuenciados obtenidos es bastante similar, se decide analizar el
secuenciado desde trbo F. Se puede observar en la figura 13 una pequefia linea roja, que se
debe a una pequefia secuencia invertida que coincide con la secuencia tedrica, sin embargo,

es muy pequefia y posee poca precision, por lo que es despreciable.
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Figura 12. Alineamiento de la secuencia obtenida por secuenciacion y la esperada para
pTRBO-CP154:0rf2. Los recuadros rojos corresponden a la primera y dltima base
nitrogenada coincidente entre las secuencias, correspondientes al nucleétido 6211 y 6926
respectivamente. El recuadro verde marca el codon ATG, que indica el comiendo de la

proteina Orf2 y el recuadro azul marca el codédn de término.
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Figura 13. Alineamiento de secuencia esperada para pTRBO-CP154:0rf2 y el resultado de
la secuenciacion desde el partidor trbo f. Ambos ejes se muestran en pares de bases (pb). En
rojo se observa una pequefia secuencia que fue reconocida por el software como una

secuencia invertida.

Posteriormente se analizé ambos fragmentos en sus secuencias aminoacidicas, con el fin de
corroborar que la secuencia clonada se encontrara en marco de lectura. En la figura 14 se
muestran los resultados del Clustal WS, donde se observa un alto nivel de conservacion entre
ambas secuencias. La figura 15 corresponde al alineamiento realizado con el Software DS

Gene y se puede ver una amplia identidad entre ambas proteinas.
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Figura 14. Alineamiento de secuencias aminoacidicas pTRBO-CP154:0rf2 esperada y
obtenida tras la secuenciacién con partidor forward, presentadas en el mismo orden en la
figura. Los aminoacidos coincidentes corresponden al fragmento contenido entre los residuos

146y 377. En el recuadro rojo se muestra el comienzo de la proteina de interés orf2.
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Figura 15. alineamiento entre secuencias aminoacidicas de pTRBO-CP154:0rf2 y el
fragmento obtenido desde la secuenciacion, donde (r) corresponde a residuos aminoacidicos
y la linea roja corresponde a pequefios ensambles que reconoce el programa por similitud de

secuencia, pero que resultan despreciables.

3.2 Transformar plantas de Nicotiana benthamiana por magnifeccion con los vectores
de expresion

3.2.1 Obtencidn de plantas

Las semillas plantadas fueron mantenidas hasta aproximadamente 4 semanas, para este
momento, ya presentaban las caracteristicas deseadas para la infiltracion. Tal como se
muestra en la figura 16, fue posible obtener platas con hojas gruesas y anchas, sin brotes de
flores y de poca altura. Estas caracteristicas le permitirian a cada planta resistir los cambios

de presion del proceso de agroinfiltracion.
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Figura 16. Plantas de Nicotiana benthamiana preparadas para la agroinfiltracion.

3.2.2 Preparacion de Agrobacterium tumefaciens competentes

Este proceso fue realizado exitosamente, se logré preparar un stock de bacterias competentes,
disponibles para realizar la transformacion. La Gltima incubacion mencionada en el protocolo
se llevd a cabo durante aproximadamente 4 horas, tiempo necesario para alcanzar una
correcta densidad éptica, en este caso 0,540. La competencia adquirida por las células sélo

fue comprobada al realizar la posterior transformacion.

3.2.3 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens
Se realiz6 la transformacion bacteriana de A. tumefaciens con los vectores obtenidos
previamente desde E. coli. El proceso se realiz6 siguiendo el protocolo y pasados 3 dias de

incubacidn fue posible observar colonias transformantes en las placas de agar selectivo.

Estas colonias fueron cultivadas en LB selectivo, analizadas mediante PCR y almacenadas a

-80°C en glicerol.
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El PCR realizado mostro en primer lugar, el mismo resultado para los duplicados de cada
muestra (figura 17). Se puede observar en la imagen, una sola banda a una altura aproximada
de 100 pb, tanto en el primer, como en el segundo carril, los cuales corresponden a bacterias
transformadas con el vector pTRBO-CP154 vacio. Luego, en el tercer y cuarto carril del gel
de agarosa, cargados con el vector transformado pTRBO-CP154:0rf2, se observa una banda
ancha y no muy clara, el Ladder utilizado no permite definir correctamente el tamafio de
dicha banda, pues no resulté en un carril de bandas claras, sin embargo, se estima que se
encuentre entre 600 y 1000 pares de bases, presumiblemente en 700 pb. Finalmente, el carril

correspondiente al control negativo no presenta bandas.

pT pT:02 (-) Ladder

BN S

Figura 17. Gel de agarosa 1% que contiene los resultados del PCR de las colonias de A.
tumefaciens transformantes. EI PCR fue realizado utilizando los partidores trbo. Los dos
primeros carriles corresponden al PCR realizado con los partidores trbo al vector pTRBO-

CP154 vacio (pT), los dos carriles siguientes corresponden al PCR con los mismos partidores
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del vector transformado pTRBO-CP154:0rf2 (pT:02), po ultimo, el quinto carril corresponde
al control negativo del PCR, utilizando agua como templado y el sexto carril al Ladder de
carga. El patron formado por el Ladder de carga en el Gltimo carril no permite determinar de

manera precisa el tamafio de las bandas.

3.2.4 Preparacion de medio de agroinfiltracion

Utilizando los cultivos de A. tumefaciens transformadas, se preparé el medio de
agroinfiltracion para cada plasmidio. Para esto fue necesario incubar las bacterias hasta
alcanzar la densidad Optica deseada, descrita en el protocolo, el crecimiento de las bacterias
se llevd a cabo durante aproximadamente 5 horas, midiendo frecuentemente la densidad

Optica hasta obtener la concentracion bacteriana deseada.

Finalmente se obtuvo la suspension de bacterias transformadas en el medio de

agroinfiltracion, que se mantuvo durante la noche a 20 °C y en oscuridad.

3.2.5 Infiltracion

El medio de agroinfiltracion preparado el dia anterior se utilizé para infiltrar las plantas
seleccionadas. Al someter cada planta al cambio de presion indicado en el protocolo, se
observo gue la hoja liberaba burbujas, tal como se aprecia en la figura 18 y posteriormente,
al liberar el vacio lentamente, fue posible apreciar el medio de agroinfiltracion ingresando a
la hoja. Luego, al retirar la planta de la cAmara de vacio y lavarla en agua destilada se pudo
observar en el envés de la hoja, zonas donde el tejido se habia oscurecido, mostrando un

aspecto mojado (figura 18).
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Figura 18. Proceso de agroinfiltracion. En la figura (A) se observa la hoja liberando burbujas
producto del cambio de presion. Luego en las iméagenes (B) y (C) se observan las hojas luego
de ser retiradas de la cAmara de vacio y lavadas. Se observa el haz y el envés de la hoja

respectivamente marcados por el proceso al que fueron sometidas.

3.3 Evaluar la expresion de la proteina recombinante TMV-CP:ORF2 en las plantas de

Nicotiana benthamiana transformadas por magnifeccion

3.3.1 Observacion de las plantas

Luego de transcurridos los primeros 4 dias post infiltracion (dpi) se observaron manchas en
las hojas, las que se fueron acentuando mas con los dias, tal como se muestra en las figuras
a continuacién (figuras 19-23), donde se muestran imagenes de los 4y 7 dpi. Posteriormente,
se formaron heridas en las hojas, coincidentes tanto con las manchas observadas
anteriormente, como con las zonas de infiltracidén. Estas manchas aparecieron en todos los

grupos, excepto el control negativo infiltrado Unicamente con agua.

Se muestra en primer lugar los controles negativos (figura 19), que incluyen plantas sin
infiltrar e infiltradas Gnicamente con agua. A los 4 dpi, se ve la presencia de manchas blancas
leves en la hoja de la planta infiltrada con agua destilada, dichas marcas no se observan en la
hoja de la planta que no fue sometida al proceso de infiltracion. Luego 7 dpi, se ve que

practicamente no aumenta el deterioro de la hoja en la planta infiltrada con agua; con marcas
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en las zonas que coinciden con el ingreso del medio en la misma intensidad que se observaban

previamente.

Figura 19. Control negativo de la agroinfiltracion y del medio de agroinfiltracion. En ambas
imagenes, a la izquierda se encuentra la planta infiltrada inicamente con agua destilada y al
lado derecho la planta sin infiltrar. La figura (A) corresponde a ambas plantas el cuarto dpi

mientras que la figura (B) muestra las mismas plantas a los 7 dpi.

La figura 20 muestra los resultados de las plantas infectadas A. tumefaciens transformadas
con el vector pTRBO-GFP, este grupo corresponde al control positivo del proceso de
agroinfiltracion. Como se puede apreciar, las zonas infiltradas muestran las manchas
mencionadas anteriormente y, ademas, al exponer las plantas a luz ultravioleta, es posible
observar fluorescencia de color verde. Esta fluorescencia se presenta a partir del 4 dpi,

acentuandose con los dias y difundiendo a lo largo del tejido.
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Figura 20. Plantas infiltradas con pTRBO-GFP. Se observa en la figura (A), tres plantas al
4 dpi bajo luz UV. En (B) se observa una de aquellas plantas al séptimo dpi sin presencia de
luz UV, donde se aprecian las heridas presentes en la hoja. Finalmente, en la figura(C) se
puede ver la fluorescencia de las hojas al observar la misma planta de la figura (B), pero bajo

luz UV.

Luego, se observan las plantas infiltradas con el vector pTRBO-CP154, como se puede ver
en la figura 21, las hojas presentan las manchas y heridas descritas previamente,
acentuéndose el dafio con el transcurso de los dias. Ademas, en este grupo se ven manchas

negras en las hojas, donde el tejido se vio muy afectado por el proceso.

Figura 21. Plantas agroinfiltradas con el vector pTRBO-CP154. Las figuras (A), (B) y (C)

corresponden a 3 plantas distintas infiltradas con dicho vector al cuarto dpi. La figura (D)

corresponde a las mismas plantas al séptimo dpi.
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En la figura nimero 22, se muestran las plantas infiltradas con el vector pTRBO-CP154:0rf2.
Transcurridos 4 dpi, se puede ver que las hojas presentan machas de color blanco y
amarillento, al igual que los otros grupos. Las manchas son significativamente menos que las

que se observan en las plantas infiltradas con el vector vacio, ademas, no aumentan

considerablemente a los 7 dpi.

Figura 22. Plantas infiltradas con pTRBO-CP154:0rf2. En la figura (A), (B) y (C) se
muestran tres plantas infiltradas a los 4 dpi, mientras que la figura (D) muestra las mismas

plantas a los 7 dpi.

Luego, se observan las plantas infiltradas con la mezcla del medio de agroinfiltracion
preparado con pTRBO-CP154 y pTRBO-CP154:0rf2 (figura 23) donde se mezcl6 el vector
vacio con el vector transformado para descartar que una alta presencia de orf2 pudiese
resultar toxico para la planta en el caso de expresarse. Se observa la presencia de manchas
blancas y amarillas principalmente en la planta namero 2 (figura 23 B). Estas manchas van
aumentando con los dias y mostrando un aspecto dafiado y enfermo de la hoja, similar a lo

ocurrido en las plantas infiltradas con el vector vacio.
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A

Figura 23. Plantas infiltradas con pTRBO-CP154 y pTRBO-CP154:0rf2. Se observan tres
plantas infiltradas con este vector a los 4 dpi en las figuras (A), (B) y (C). La figura (D)

contiene las plantas a los 7 dpi.

3.3.2 Extraccion de RNA y analisis por PCR
EL RNA de los grupos “02”, “154”, “154/02” y “C”, que corresponde al control negativo

sin infiltrar, fue extraido y cuantificado, obteniendo las siguientes concentraciones:

- pTRBO-CP154: 634,4 ng/pl

-  pTRBO-CP154:02:798,6 ng/ul

- pTRBO-CP154/ pTRBO-CP154:02: 87,4 ng/ul

- Control: 620,5 ng/ul
Luego fue tratado con DNAsa y al resultado de este proceso se le realiz6 PCR con ambos
sets de partidores, lo que se puede ver en la figura 24, donde se muestra el gel de agarosa. En
la imagen se observa que no hay DNA presente en las muestras, por lo tanto, se continla

trabajando con este RNA.
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Figura 24. Resultados de PCR con ambos vectores luego del tratamiento con DNAsa. El
Ladder utilizado corresponde a 100 bp DNA Ladder de la marca Promega. Los carriles
corresponden al control negativo de la infiltracion, la planta sin infiltrar (C), pTRBO-CPL
(CPL), pTRBO-CP154:0rf2 (0O2), mezcla de pTRBO-CP154:0rf2 y pTRBO-CP154
(02/154), pTRBO-CP154 (154), el control negativo del PCR y finalmente el control negativo

del tratamiento con DNAsa.

Se realizo el paso del RNA a cDNA 'y el resultado obtenido se analiz6 mediante RT-PCR con
los partidores orf2 y trbo. La figura 25 muestra el resultado obtenido en la electroforesis
luego de este RT-PCR, utilizando los partidores orf2. Se observan numerosas bandas, sin
embargo, es posible observar una en particular aproximadamente de 700 pb en el carril del

RNA extraido del grupo (ORF2).
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Figura 25. RT-PCR de cDNA obtenido, utilizando partidores orf2. En el recuadro rojo se
marca una banda tenue de aproximadamente 700 pb. Los carriles corresponden
consecutivamente a Ladder de carga, hojas de plantas sin infiltrar como control negativo de
la agroinfiltracion (C), hojas infiltradas con pTRBO-CPL (CPL), hojas infitradas con
pTRBO-CP154:0rf2 (02), hojas infiltradas con mix pTRBO-CP154/pTRBO-CP154:0rf2
(154/02), hojas infiltradas con pTRBO-CP154 (154), control negativo del PCR (-), usando

agua como templado, control negativo del paso a cDNA, utilizando agua en lugar de RNA (-

).

Para obtener un resultado mas confiable se aumentd la temperatura de alineacion de los
partidores, con el fin de obtener una mayor especificidad. Se realizd6 una gradiente de
temperatura para el mismo experimento, obteniendo los resultados expuestos en la figura
namero 26. En la imagen se puede observar como a medida que se aumenta la temperatura
se obtiene un resultado mas claro y preciso, definiéndose mas la banda correspondiente a 700

pb, por lo tanto, se define como nueva temperatura de alineacion 62°C. Una vez determinada
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la temperatura necesaria para un alineamiento mas preciso, se repitio el PCR Gnicamente para
el grupo infiltrado con pTRBO-CP154, el resultado de esto se muestra en la figura 27. Se
observa en el gel de agarosa, una banda de aproximadamente 700 pb que no aparece en los

carriles de control negativo.

pTRBO-CP154:0rf2 Ladder Control (-) PCR Ladder Control (-) infiltracion
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Figura 26. Producto de PCR utilizando gradiente de temperatura entre 56 y 62 °C para los
partidores orf2. El control (-) de la infiltracion corresponde al grupo “C” mencionado

previamente. Las temperaturas corresponden a 56,6; 57,4; 58,6; 60,2; 61,7; 62,9 °C.

(-) Ladder orf2 orf2 orf2
‘

Figura 27. RT-PCR de cDNA extraido a partir de plantas infiltradas con pTRBO-
CP154:0rf2, donde se puede apreciar una banda de 700 pb aproximadamente. Los tres carriles

marcados como orf2, poseen el mismo templado, que se corri6 en triplicado.
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Los resultados obtenidos en este punto del proyecto investigacion permiten inferir una
correcta obtencion del vector pTRBO-CP154:0rf2 transformado y su posterior infiltracion en
plantas de la especie Nicotiana benthamiana, observandose una expresion del gen orf2 en la

planta, detectada a través de la presencia de mRNA.

3.3.3 Extraccion de proteinas y analisis

A partir de las hojas infiltradas se extrajo también las proteinas virales, con el fin de obtener
la proteina deseada. Estas fueron analizadas en primer lugar mediante separacion por
electroforesis y tincion de plata y azul de coomassie. En segundo lugar, se realiz6 Western

Blot.

De la separacion electroforeética y tincion por azul de coomassie se observan los resultados
en la figura 28, donde se puede apreciar la presencia de una banda muy marcada, en un peso
ligeramente superior a 25 KDa, en el carril correspondiente a pTRBO-GFP. Esta misma
banda se puede ver en las figuras 29 y 30, correspondientes a las tinciones de plata realizadas
con dos protocolos diferentes., donde se ven varias bandas y marcas de distintos tamarios e
intensidades, pero donde llama la atencion la banda mencionada pues esta presente en los

tres geles analizados.
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Figura 28. Resultado de la tincion por Azul de coomassie. El carril rotulado como “C”
corresponde al grupo control de hojas sin infiltrar, “CPL” corresponde a la extraccion de
proteinas de plantas infiltradas con el vector pTRBO-CPL, “154” corresponde a hojas
infiltradas con pTRBO-CP154, “L” es el estandar de peso, “02/154” corresponde a la mezcla
de medio de agroinfiltracion pTRBO-CP154 y pTRBO-CP154:0rf2, 02 es la extraccién
desde las hojas infiltradas con pTRBO-CP154:0rf2 y el carril que contiene el recuadro rojo
corresponde a las hojas infiltradas con pTRBO-GFP, donde se observa una banda levemente
sobre los 25 KDa. El Ladder de carga utilizado corresponde a AccuRuler RGB Plus de la

marca Maestrogen.

Para los otros grupos de proteinas extraidas no se observan bandas claras, mostrando una
baja concentracion de proteinas totales en el extracto obtenido. La tincién de plata muestra
bandas de diferentes tamafios, mientras que la tincion de azul de coomassie practicamente no

permite determinar la presencia de proteinas y sus tamafios.
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Figura 29. Tincion de plata con dos protocolos distintos. En el recuadro rojo se marca la
banda mencionada en el carril “GFP” de pTRBO-GFP, sobre los 25 KDa, en ambos geles. El
Ladder de carga utilizado, marcado en la figura como “L” corresponde a AccuRuler RGB
Plus de la marca Maestrogen. En la figura, A corresponde a la tincién realizada con el primer
protocolo y B corresponde al segundo protocolo. En ambas figuras “C” corresponde al
control negativo de hojas sin infiltrar, “CPL” al vector pTRBO-CPL, “154” a pTRBO-
CP154, “02/154” al mix de pTRBO-CP154 y pTRBO-CP154:0rf2 y “O2” al vector pTRBO-

CP154:0rf2.

Luego, se realizd la transferencia de las proteinas desde el gel a una membrana de
nitrocelulosa para realizar Western Blot contra la proteina de la capside de TMV (figura 30),
sin embargo, no se obtuvo ninguna banda observable en la membrana. Este gel fue cargado

con las mismas muestras, en el mismo orden que la figura 28.
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Figura 30. Fotografia de la membrana luego de realizar el Western Blot. Al costado derecho
se encuentra el Ladder de carga utilizado, correspondiente a AccuRuler RGB Plus de
Maestrogen. El gel con el que se hizo la transferencia fue cargado de la misma manera que

la figura 28.
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DISCUSION Y PROYECCIONES

El objetivo propuesto para este trabajo de investigacion consistia en expresar la proteina de
la capside del circovirus porcino unido a la capside del virus de mosaico del tabaco 0 TMV.
Para esto se clono el gen orf2 dentro del plasmidio pTRBO-CP154, obteniendo el vector
transformante pTRBO-CP154:0rf2, con el cual se transform6 Agrobacterium tumefaciens

para finalmente infiltrar plantas de Nicotiana benthamiana y obtener la proteina deseada.

La seleccion del plasmidio a utilizar se bas6 en el analisis de dos principales candidatos;
pTRBO-CPL y pTRBO-CP154, pues ambos mantenian en su secuencia el gen de la proteina
de la cépside de TMV, lo que permitiria obtener la proteina de interés unida a la particula
viral. Al analizar ambos vectores mediante PCR se pudo notar, tal como se muestra en la
figura 8, que el primero arrojaba una banda de entre 100 y 1500 pares de bases (pb), mayor
tamarfio al esperado segln su secuencia, desde la cual se calculaba un fragmento de 170 pb
aproximadamente. Esto indica que el vector no se encuentra en las condiciones esperadas,
probablemente contiene algun inserto desconocido, lo que podria implicar un bajo
rendimiento en los pasos posteriores o que el gen de interés orf2 quedara insertado fuera de

marco de lectura.

Por otro lado, al observar las bandas obtenidas a partir de pTRBO-CP154 se puede apreciar
una banda Unica bajo los 200 pb, lo que coincide con el resultado esperado a partir de la
secuencia génica del vector, donde se calcula un tamafio de 110 pb. El resultado obtenido a
partir de este analisis indica que este seria el plasmidio mas apropiado para seguir trabajando
el resto de los objetivos especificos. Esto, sumado a las caracteristicas propias del vector que
fueron descritas previamente en la literatura, tales como la presencia del gen codificante para

la capside de TMV, tanto por su naturaleza repetitiva y la estructura que es capaz de formar
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con proteinas foraneas, como por su capacidad de activar linfocitos T en mamiferos, ademas
de haber demostrado buena capacidad para expresar secuencias de interés de mayor longitud,

tal como es el gen orf2 (Hefferon, 2017) (Jiang, y otros, 2006).

Una vez seleccionado el vector, se realizo la ligacion de este con el gen de interés para la
posterior transformacion de E. coli con el mismo. Para obtener el vector ligado se probaron
distintas condiciones, siendo la més determinante de estas la temperatura a la cual se llevo a
cabo este proceso. La primera temperatura utilizada, correspondiente a 4°C, fue determinada
siguiendo las indicaciones del fabricante de la enzima ligasa, sin embargo, la literatura
expone que este proceso se logra de mejor manera sometiendo la enzima a mayores
temperaturas, particularmente 16 o 20° C, para diversas variedades de ligasas (Kumar Ranjan
& Rajagopal, 2010), tal como ocurri6 en este caso al aumentar dicha variable, lo que se
tradujo en el crecimiento de colonias transformantes en el medio selectivo, indicando una

ligacién y transformacion exitosas.

De las colonias transformantes obtenidas fue seleccionada una en particular que presentaba
una banda de aproximadamente 700 pb, coincidente con el tamafio esperado para el gen orf2
(Lv, Guo, & Zhang, 2014), la que fue enviada a secuenciar. Los resultados obtenidos tanto
con el partidor trbo F, como con el R muestran una alta identidad con la secuencia esperada
al ser comparados mediante alineamiento, sin embargo, en la secuencia obtenida a partir de
“trbo R” se encontrd 4 gaps o saltos en la secuencia, respecto a la teorica, los que se
encuentran al comienzo de esta, precisamente donde suelen haber mas errores o
imprecisiones en la secuenciacion. Debido a esto, se realizan las comparaciones o analisis
posteriores con la secuencia obtenida a partir de trbo F, la que presenta una mayor identidad

con la secuencia genica teorica.
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Al analizar el fragmento obtenido con la secuencia esperada, se puede apreciar en primer
lugar la alta identidad mencionada previamente, esto es tanto en su secuencia génica (figuras
12 y 13) como en su secuencia aminoacidica (figuras 14 y 15), ademas del codon de término
correctamente ubicado en marco de lectura. Esto permite inferir que el gen de interés fue
insertado de manera exitosa y en marco de lectura en el vector, con el cual se transformé

posteriormente A. tumefaciens y se llevo a cabo el proceso de agroinfiltracion.

Las plantas infiltradas, al ser observadas y analizadas dias posteriores al proceso de
agroinfiltracién, mostraron marcas en las hojas que indicaban las zonas donde habia
ingresado el medio. Esto pues al realizar el proceso de infiltracion con vacio se pudo observar
que, al cambiar la presion, las hojas liberaban burbujas dentro del liquido; segun lo descrito,
esto se debe a la liberacion de aire desde el espacio intercelular de la hoja, lo que estaria
indicando la apertura de los estomas producto de la diferencia de presion
generada por una presion atmosférica negativa en el exterior de la hoja. Al liberar lentamente
el vacio, se aprecia la entrada de medio de agroinfiltracion, llenando el espacio que era
ocupado previamente por aire (Chen, y otros, 2014). Esto se observa tanto al liberar
lentamente el vacio, como al voltear la hoja inmediatamente terminado este proceso, donde
se ven marcas del liquido dentro de ella, al oscurecerse el tejido, tal como se observa en la

figura 18 y también en los dias posteriores a este.

Cabe mencionar que para la activacion de los genes de virulencia de A. tumefaciens,
necesarios para realizar el traspaso de material genetico a la planta, es necesaria la presencia
de ciertos compuestos fendlicos que la misma planta libera al sufrir dafio mecanico. Debido
a que el proceso de agroinfiltracion por vacio no genera este dafio en las plantas, la activacion

de estos genes es dada por la presencia de acetosiringona en el medio (Norkunas, Harding,
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Dale, & Dugdale, 2018). Es por esto, que este proceso funciona a pesar de no tener heridas

en la planta generadas, por ejemplo, por jeringas.

Las hojas de aquellas plantas infiltradas mostraron llagas coincidentes con las zonas de
entrada del medio de agroinfiltracion, estas marcas muestran un patron muy similar a las
heridas que se describen en la literatura como consecuencia de TMV (Balique, y otros, 2013)
(Diamos & Mason, 2019). Esto podria indicar la formacion exitosa del virus TMV, sin
embargo, no permite inferir nada sobre la presencia del gen de interés en los grupos que
corresponda y tampoco permiten descartar que la presencia de TMV activase algln

mecanismo de defensa en la planta que impida la expresion de la proteina de interés.

Luego, la extraccion de RNA se realizd con el fin de analizar si se estaba llevando a cabo la
transcripcion del material genético codificante para la proteina de interés. Se ajustd la
temperatura de alineamiento de los partidores orf2 con el fin de aumentar su especificidad y
se obtuvo a partir de cDNA y mediante PCR una banda de aproximadamente 700 pb en
aquellas plantas infiltradas con pTRBO-CP154:0rf2, lo que estaria indicando la correcta
sintesis de mRNA a partir de la secuencia codificante de TMV unido por su proteina de la
capside a la CP de circovirus porcino. Si bien este resultado no permite confirmar la sintesis
y ensamblaje de las proteinas fusionadas, si permite concluir que la formacién de mMRNA a
partir del gen de interés se estaria llevando a cabo de manera exitosa. Pese a identificarse la
secuencia genica de orf2 en el cONA obtenido a partir del mMRNA extraido desde las plantas
infiltradas, con el fin de confirmar este resultado de manera mas precisa, se pretende
secuenciar el fragmento obtenido mediante este ultimo paso, sin embargo, las cantidades

obtenidas resultaron en una concentracion insuficiente para realizar este proceso, por lo tanto,
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para afirmar con mayor seguridad el resultado obtenido seria necesario estudiar un proceso

mas eficiente de purificacion de mMRNA y de obtencion de cDNA a partir del mismo.

Luego de confirmar la expresion del gen de interés, se buscaba comprobar la sintesis de las
proteinas en la conformacién que se esperaba, pues se ha descrito que no todas las proteinas
Ilegan a expresarse 0 acumularse en plantas, debido a que la expresidn o sobreexpresion de
ciertas proteinas foraneas pueden activar mecanismos de defensa en N. benthamiana,
llevando a la disminucién o impedimento de la replicacion viral, en ciertas ocasiones
mediante la necrosis del tejido de la hoja, la que se evidencia zonas de hipoclorosis dentro de
la hojay al pasar de los dias, como Ilagas o areas resecas y muertas, tal como se pudo observar
en las hojas infiltradas en el presente estudio con los todos los medios de agroinfiltracion
utilizados, esto se produciria por una respuesta hipersensible de la planta, la que lleva a la
liberacion de especies reactivas de oxigeno y como consecuencia la muerte celular
programada (Balique, y otros, 2013) (Diamos & Mason, 2019). Para esto se realizd
extraccion de proteinas a partir de las hojas infiltradas, utilizando también como control
aquellas hojas infiltradas con pTRBO-GFP y hojas de plantas no infiltradas, pues al existir
respuesta hipersensible en todos los grupos infiltrados, no es posible atribuir este fenémeno
especificamente a la presencia de TMV o de la proteina de interés CP de circovirus. Estas
proteinas fueron luego separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida y analizadas

mediante tincién y Western blot.

Las diversas tinciones realizadas mostraron la presencia de la proteina GFP libre, mostrando
una banda del tamafio esperado (levemente sobre los 25 KDa), coincidente con los 27 KDa
reportados en la literatura como tamafo de dicha proteina (Lv, Guo, & Zhang, 2014). Sin

embargo, no se obtuvo con claridad bandas del tamafio esperado para las demas muestras,
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pues se observa en cada carril una gran cantidad de bandas de distintos tamarfios en el caso
de las tinciones de plata, y en el caso de la tincion por medio de azul de Coomassie, se puede
apreciar en general baja cantidad de bandas en todos los carriles, lo que estaria evidenciando
una extraccion proteica deficiente a partir de las muestras, pues esta tincion no es especifica
y deberia mostrar varias bandas a distintos tamafios, correspondiente a todas las proteinas del
extracto; en este caso no es posible apreciar la proteina de interés, pero tampoco se marcaron
bandas correspondientes a las otras proteinas propias de la planta. Debido a este resultado se
opto por realizar Western Blot. Por parte del Western blot tampoco fue posible observar la

proteina de la capside de TMV.

Este resultado es atribuible a diversas causas; en primer lugar, no se comprobd la eficacia del
anticuerpo que reconoceria a TMV por su capside, esto, pues no se disponia de un control
positivo apropiado. En segundo lugar, es posible pensar que, debido al gran tamafio de la
proteina de interés, no se logré ensamblar correctamente unida a la proteina de la capside de
TMV, dado que esta tiene un tamafio aproximado de 30 KDa, mientras que la proteina de la
capside de TMV solo 17 KDa. Se ha descrito en previamente que, debido al gran tamafio de
ciertas proteinas de interés, estan no logran sintetizarse correctamente (Jiang, y otros, 2006),
y a pesar de que el vector seleccionado se caracteriza por tolerar fragmentos de gran tamafio,
probablemente 30 KDa resulté aun mayor al limite tolerable por este plasmidio. En este
contexto, la proteina podria encontrarse también presente en otra fraccion del proceso de
purificacion de proteinas, quedando por su peso o punto isoeléctrico en alguno de los pasos

anteriores.

El hecho de no haber logrado con éxito la extraccion de la proteina de interés a partir de las

hojas infiltradas, independiente de la razon tras esto, impide demostrar mediante este trabajo
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investigacion, gran parte de los beneficios mencionados que aportaria la magnifeccion como
estrategia de produccion de proteinas de interés. Si se pudo apreciar que corresponde a un
proceso seguro, relativamente sencillo una vez que esta puesto en marcha y seguro, tanto al
momento de trabajar como en lo relativo a contaminacion ambiental, ademas de presentar
posibilidades muy reales de escalabilidad. Por otro lado, no fue posible corroborar el
rendimiento de proteinas que esta plataforma permite obtener, ademas del correcto

plegamiento de los péptidos de interés y su funcionalidad.

Pese a no haber obtenido la proteina purificada y ensamblada de la manera que se esperaba,
la técnica resulta prometedora para generar vacunas contra este u otros patdgenos; tanto el
clonamiento y la agroinfiltracion fueron realizados de manera correcta y estandarizados los
protocolos a llevar a cabo. Sin embargo, para posteriores investigaciones seria conveniente
buscar alternativas para mejorar el proceso y obtener finalmente la proteina de interés
expresada correctamente. Para esto se plantea diversas alternativas, una de ellas seria lograr
un protocolo alternativo para la extraccion del péptido deseado desde las hojas. Por otro lado,
también se plantea como una opcién utilizar insertos de menor tamafio, buscando los
fragmentos méas inmunogénicos de la proteina de interés mediante herramientas
bioinformaticas, un ejemplo de esto es “Immune epitope database and anélisis resource”,
esto, con el fin de asegurar el correcto ensamblaje de la estructura deseada, es decir, TMV
unido por medio de las subunidades de la capside a los fragmentos inmunogenicos del virus
estudiado. Otra alternativa seria utilizar el mismo plasmidio pTRBO, pero que no posea la
secuencia codificante para CP, insertando el gen de interés donde se encontraria dicho
péptido. De esta manera, se aprovecha el promotor 35S presente en el vector, y la alta tasa

de expresion de la proteina de la capside, para generar la proteina de forma soluble, en lugar
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de obtenerla unida a TMV, buscando un proceso de purificacion y extraccion del péptido de
interés. Sumado a esto se ha encontrado en la literatura que la proteina de interés mejora
considerablemente su tasa de expresion cuando su secuencia génica se encuentra optimizada
para la especie N. benthamiana (Ma, Li, & Wang, 2019). Por ultimo, para proyectos
posteriores, podria considerarse el uso de vectores supresores del silenciamiento del RNA
viral (Shamloul, Trusan, Mett, & Yusibov, 2014) o inhibidores de proteasas, los que han

demostrado incrementar la expresion del gen de interés (Grosse-Holz, y otros, 2018).
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CONCLUSIONES

Se logro de manera exitosa el subclonamiento del gen orf2 de circovirus porcino en
el plasmidio pTRBO-CP154, formando exitosamente el vector p TRBO-CP154:0rf2.
El sistema de agroinfiltracion al vacio resulta ser efectivo y eficiente a la hora de
infectar plantas, obteniéndose un area considerable de la hoja infectada con el medio
utilizado.

Se logré comprobar la sintesis de mMRNA codificante para la proteina de interés Orf2.
No se logré la purificacion de proteinas desde las hojas infiltradas, lo que no permite
confirmar o descartar la sintesis de la proteina de interés Orf2.

Pese a la capacidad de pTRBO-CP154 de ser transformado con genes de mayor
tamanio, se presume que este no fue capaz de expresar orf2, por lo tanto, se debiese
buscar alguna alternativa, tanto al proceso de extraccion de proteinas desde hojas de
N. benthamiana, como a las caracteristicas del vector y/o del fragmento génico de
interés.

Finalmente, la hipétesis planteada en este trabajo de investigacion “Dado que el
vector pTRBO-CP154 permite el clonamiento y expresion de proteinas heterdlogas
asociadas al virus de mosaico del tabaco (TMV), es posible la coexpresion de la
proteina Orf2 en la capside del TMV” no fue aceptada, pues pese a que se logré con
éxito llevar a cabo gran parte de la estrategia planeada, finalmente no fue posible

comprobar la expresion de la proteina TMV-CP:Orf2,
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