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RESUMEN

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es un patdgeno intracelular causante
de la enfermedad de Jonhe o paratuberculosis en la mayoria de especies rumiantes
domésticas y salvajes. Hasta el momento, no se tiene una vacuna que pueda proteger,
prevenir o proporcionar proteccion completa contra esta infeccion. Sin embargo, se sabe
que la respuesta celular inducida es la mas adecuada contra MAP. En este escenario, las
herramientas inmuno-informaticas nos permiten identificar proteinas como candidatos
vacunales que se pueden expresar en la microalga Chlamydomonas reinhardtii, que es
inocua para los animales, aprovechando la insercion plastidial como estrategia de
expresion. En este estudio se analizaron 100 proteinas de superficie de MAP usando
herramientas inmuno-informaticas. En base a los resultados de prediccion inmunogénica, se
seleccionaron los genes que codifican para las proteinas MAP0164, MAP0189 y MAP2100.
Luego, los genes MAP2100 y MAP0I189 se clonaron en el vector p320 para la modificacion
genética del cloroplasto de C. reinhardtii. En paralelo, se realizo la transformacion genética
de E. coli con las construcciones generadas, sabiendo que es posible producir proteinas
recombinantes en este sistema de expresion. Se obtuvieron 23 colonias de C. reinhardtii
que presentaron resistencia a seleccion por Kanamicina usando la construccion 2100-p320
y tres de ellas fueron analizadas y confirmadas como transformantes positivas por PCR. Por
otro lado, se obtuvieron 3 colonias de C. reinhardtii que presentaron resistencia a
Espectinomicina cuando se usaron las construcciones 0189-p320, pero ninguna de ellas se
confirmé como positiva. Finalmente, la produccion de las proteinas recombinantes
MAPO0189 y MAP2100 se pudo detectar mediante Western blots cuando se uso6 el sistema

de E. coli, pero no asi en el cloroplasto de C. reinhardtii.

Esta tesis fue financiada con los proyectos SEP-CONACYT (No. 151818), CONACYT-
INFR-2014-01 (No. 225924). Ademas, fueron financiados por el Instituto de Ciencia y
Tecnologia del Distrito Federal (ICyT-DF) a través del proyecto PICSA 10-174 otorgado a

los Dres. Jestis Agustin Badillo Corona y Luis Carlos Fernandez Linares.



ABSTRACT

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) is an intracellular pathogen causative
of Jonhe disease or paratuberculosis in most domestic or wild rumiant species. So far, there
is no vaccine that can protect, prevent or provide complete protection against this infection,
however it is known that the cellular response is the best suited to fight these pathogens. In
this scenario, the immune tools allow us to identify proteins as vaccine candidates that can
be expressed in the microalgae Chlamydomonas reinhardtii, which is harmless to animals,
taking advantage of the plastid insertion and expression strategy. In this study 100 MAP
surface proteins using immuno-computer tools were tested. Based on the results of
immunogenic prediction, the genes that code for the proteins MAPOI164, MAP0I89 and
MAP2100 were selected. The genes MAP2100 and MAP0189 were cloned into the vector
p320 for genetic modification of C. reinhardtii chloroplast. In parallel, the genetic
transformation of E. coli was performed with constructs generated, knowing that
recombinant proteins can be produced in this expression system. 23 colonies were resistant
to kanamycin by using the construction 2100-p320, three of them were analyzed by PCR
resulting positive. Furthermore, 3 colonies of C. reinhardtii that were resistant to
spectinomycin when 0189-p320 constructs were used, but none of them was confirmed as
positive. Finally, the production of the recombinant proteins MAPO189 and MAP2100
could be detected by Western blot when expressed in E. coli, but not in the chloroplast of C.

reinhardtii.

This thesis was funded with the proyects SEP-CONACYT (No. 151818), CONACYT-
INFR-2014-01 (No. 225924). Moreover, it was financed by el Instituto de Ciencia y
Tecnologia del Distrito Federal (ICyT-DF) trough the proyect PICSA 10-174 awarded to
Dr. Jestis Agustin Badillo Corona and Luis Carlos Fernandez Linares
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L INTRODUCCION
1.1 Género Mycobacterium

Existen mas de 100 especies de microorganismos Gram positivos ricos en GC
pertenecientes al Género Mycobacterium, el Unico género listado en la Familia
Mycobacteriaceae en el Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (Wayne y Kubica,
1986). Sin embargo, este género esta estrechamente relacionado con otros géneros que
contienen acidos micolicos, como lo son Caseobacter, Corynebacterium, Nocardia y
Rhodococcus (Goodfellow y Cross, 1984). Los miembros patogénicos de este grupo se
caracterizan por un crecimiento lento en cultivo, mientras que los no patogénicos crecen

considerablemente mas rapido.

1.1.1 Complejo Mycobacterium avium

Histéricamente el Complejo Mycobacterium avium (MAC) ha sido clasificado de acuerdo al
grupo de micobacterias que exhiben superposiciones caracteristicas fenotipicas, incluyendo
caracteristicas de crecimiento, fuente de aislamiento y virulencia en animales
experimentales (Turenne y Alexander, 2010). Este complejo abarca patdogenos
especializados para aves y ganado (Matlova et al., 2005), asi como patdogenos oportunistas
en humanos (Horsburgh ef al., 1994; Chapman, 1977; Richter et al 2002). Son abundantes
en diversas regiones geograficas, tipos de suelo, ecosistemas acuaticos, sistemas de
distribucion de agua urbana (Falkinham, 2002), e incluso se ha detectado ADN de M.

avium en la estacion espacial “Mir” (Kawamura et al., 2001).

1.1.2 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) es un patdgeno intracelular Gram
positivo que pertenece al Complejo M. avium. Tiene un tamafio aproximado de 0.5 um a

1.5 um, es acido-cloro alcohol resistente, ademas de que posee resistencia a factores



ambientales, como el calor, deshidratacion y a los rayos del sol (Whan et al., 2006; Grant et

al., 2005; Manning y Collins, 2010).

Es de crecimiento muy lento, por lo regular, las colonias son visibles de 6 a 10 semanas en
medio de cultivo Middlebrook (Lambrecht et al., 1988). Sin embargo, existen multiples
medios de cultivo para MAP (Whittington, 2010) de los cuales se pueden diferenciar
distintos fenotipos: colonias rugosas, translucidas y hemisféricas, colonias lisas y opacas,
hasta aglomerados celulares densos (Hermon-Taylor y El-Zaatari, 2004; Payeur, 2005;
Thorel, 1984). No obstante, algunos medios de cultivo requieren de un sideréforo como la
micobactina, necesario para la adquisicion de hierro como en su medio ambiente

(Lambretch y Collins, 1992).
1.2 Paratuberculosis: Etiologia, Signos Clinicos y Patogénesis

MAP es el agente causal de la paratuberculosis o enfermedad de Johne caracterizada por
una enteritis cronica, linfagitis y adenopatias mesentéricas (Buergelt et al., 1978). Afecta
principalmente a rumiantes como al ganado vacuno, ovejas, cabras, ciervos, bisontes,
bufalos y camellos (Okura et al., 2010; Nielsen y Toft, 2009; Mackintosh y Griffin, 2010),
no rumiantes (Florou et al., 2008) y primates (Singh et al., 2011). En humanos se le ha
relacionado con la enfermedad de Crohn, una enfermedad cronica, sistémica con
prominente patologia gastrointestinal, sin embargo, se necesitan pruebas mas contundentes

para comprobar esta hipdtesis (Behr, 2010).

Los signos clinicos de la Paratuberculosis son el debilitamiento lento y progresivo,
iniciando por un decremento en el rendimiento de produccion de leche, pérdida de pelaje,
diarrea (poco comun en pequefios rumiantes como cabras y ovejas) hasta la emaciacion y la
muerte. La ingestion de MAP puede ocurrir de manera directa via fecal-oral o de manera
indirecta por medio del calostro, leche, agua o alimentos contaminados. Esta bacteria es
captada por las células M presentes en el rumen intestinal, que utilizan para atravesar la
célula, enseguida los macréfagos sub-epiteliales captan al patogeno liberado por las células
M vy se produce una diseminacion aparente. Simultaneamente el hospedero induce una

respuesta celular Thl (Coussens et al., 2010), mientras que algunas bacterias logran



sobrevivir dentro del fagosoma atenuando la maduracion de otros monocitos (Kuehnel et
al., 2001). Los animales pueden permanecer asintomaticos de dos a cuatro afios. Conforme
la infeccion progresa, disminuye la respuesta celular y se incrementa la respuesta mediada

por anticuerpos.

1.2.1 Impacto de la Paratuberculosis a Nivel Mundial

La Paratuberculosis es una enfermedad que se encuentra distribuida a nivel mundial (Figura
1), sin embargo hay paises que no cuentan con informacion disponible (WAHID, 2012). La
prevalencia de esta enfermedad puede variar de acuerdo a los animales que utilizan como
base para la agricultura y los animales infectados que son exportados a otras regiones
(Manning y Collins 2010). El impacto de la paratuberculosis se refleja en pérdidas
economicas debido a la reduccion en la produccion de carne o leche, disminuyendo asi la
oferta de ganado para exportacion y la limitacion en el mejoramiento genético. En Estados
Unidos se ha incrementado la prevalencia en un 68% de dicho patdégeno en hatos lecheros

(USDA, 2008) que se reflejan en pérdidas econdmicas de mas de 200 millones de dolares.
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Figura 1 Reporte de la paratuberculosis en el mundo en el segundo semestre de 2013




Mientras que en el continente Europeo, Nielsen y Toft (2009) revelaron prevalencias de
infecciones por MAP en ganado aproximadamente del 20% y de al menos 3-5% en algunos

paises de Europa.
1.2.2 Paratuberculosis en México

La situacion en México acerca de la paratuberculosis no es muy clara, no existen los datos
suficientes para establecer la situacion real de esta enfermedad en cuanto a prevalencia,
factores de riesgo asociados y pérdidas econdémicas. Pero, existen algunos trabajos que
incluyen examenes clinicos, serologicos, histologicos y patologicos que demuestran la
presencia de MAP en rebafos ovinos y caprinos de varios estados con prevalencias que
oscilan entre 7.09% y 33% (Estévez et al., 2007; Jaimes et al., 2008; Moro6n et al., 2013).
En 2004 Chavez y la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM realizaron
los primeros estudios anatomopatoldgicos, seroldgicos y bacteriologicos para dicho
patogeno, estos, ademas incluian técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) en
mas de 700 muestras. Los resultados arrojaron una frecuencia del 9% en bovinos, 19.72%
en caprinos y 36% en ovinos en el pais. Sin embargo, su distribucion se encuentra a lo largo
de México. Ademas se calculd el impacto econdémico de la paratuberculosis en bovinos
lecheros del centro del pais, donde recalcd que existian pérdidas por mas de 10,000 pesos

por vaca al afio debido a la pérdida en la produccién de lacteos.

Otro estudio que se realizd de 2004 a 2009 por parte de Chavez y colaboradores, fue el
diagnostico de la paratuberculosis alrededor del pais por medio de la técnica de ELISA,
donde se analizaron 7461 casos, que incluian ovinos, caprinos, bovinos, venados y llamas,

de los cuales1370 resultaron ser casos positivos (Figura 2).
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Figura 2 Casos de paratuberculosis en México detectados mediante la técnica de ELISA
durante el 2004 al 2009. Fuente: FMVZ/USEDICO, CEIEPAA FMVZ UNAM 2004-2009.

En el 2010 el Consejo Técnico Consultivo Nacional de Sanidad Animal (CONASA), en
conjunto con otras instituciones, recomendaron a la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) llevar a cabo el: “Plan estratégico del
programa para la atencion de la Paratuberculosis en Ganado Bovino, Ovino y Caprino en
Meéxico”, en el que se enfoca en la implementacion del conocimiento de la enfermedad,
programa voluntario de prevencion y control, control de movilizaciones e importaciones y
la operacion de un sistema de vigilancia epidemiologica con un costo aproximado de
19,520,000 pesos. Recientemente, en el 2013, el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA) public6 los laboratorios autorizados para el
Diagnostico de la Paratuberculosis, que se encuentran en los estados de Querétaro, Nuevo
Ledn, Estado de México, Tamaulipas, Jalisco y Chihuahua, en los que se utiliza la técnica
de ELISA. Sin embargo, la lucha contra la erradicacion de esta enfermedad, no solo se basa
en el buen manejo del ganado y la prevencion de contagio. Los enfoques actuales se dirigen
a la fabricacion de vacunas en contra de la paratuberculosis de manera que otorguen

proteccion completa en modelos de infeccion.



1.3 Desarrollo de Vacunas

Una vacuna es un agente capaz de crear protecciéon inmune en contra de una infeccion
patogena especifica y de las enfermedades que pudiera dar lugar. El uso de vacunas ha sido
indispensable en la erradicacion de enfermedades como la viruela (Nabel, 2013), y
representan la intervencion médica mas efectiva. Las vacunas tradicionales o de Primera
generacion estan basadas en el aislamiento de un agente infeccioso atenuado, inactivado o
con toxinas destoxificadas por tratamientos quimicos, tendiendo a una eficacia desde el 50
hasta el 100% como vacunas preventivas (Grimm y Ackerman, 2013). Las vacunas de
Segunda Generacion surgieron a partir de la necesidad de conocer que factores o
componentes del patégeno son los suficientes para producir una respuesta inmune,
disminuyendo los efectos secundarios. Estdn hechas a partir de componentes celulares
purificados (vacunas de sub unidades) y se han utilizado en contra de tétano, influenza,
hepatitis B, antrax, difteria y la enfermedad de Lyme (Bagnoli et al., 2011). No obstante,
hasta el momento las formulaciones de vacunas vivas atenuadas en contra de la enfermedad
de Johne no parecen ofrecer una proteccion adecuada en contra de la infeccion de MAP en
cabras (Hines ef al., 2014) al igual que las vacunas comercialmente disponibles hechas a

partir de células muertas por calor en modelos infecciosos (Rosseels y Huygen, 2008).

Gracias a la secuenciacion del primer organismo vivo (Fleischmann ef al., 1995) la
biotecnologia dio un paso enorme en el desarrollo de las vacunas. Las vacunas de Tercera
Generacion o Vacunologia Inversa permiten el andlisis de genomas de microorganismos
patdgenos, permitiendo la seleccion de posibles candidatos vacunales por medio de la
identificacion de epitopos, a través de herramientas inmuno-informaticas y “Omicas”, que

permiten una proteccion extensa.

1.3.1 Seleccion inmuno-informatica de antigenos: Vacunologia Inversa

La inmuno-informatica ha emergido como un campo importante el cual actia como una
interseccion entre la inmunologia experimental y los enfoques computacionales. Una de las
aplicaciones surgidas a partir de esta area es la vacunologia inversa. Esta analiza el genoma

del patdégeno con el objetivo de identificar proteinas con potencial antigénico. Esto



representa una ventaja, debido a que no es necesario cultivar el patdogeno y luego extraer las
proteinas y hacer pruebas de antigenicidad, ahorrando tiempo y dinero (Davies & Flower,

2007).

Los criterios para la seleccion de posibles candidatos vacunales varian de acuerdo a las
necesidades del problema. Algunas de las caracteristicas que se consideran son: la
localizacion sub celular de la proteina, debido a que las proteinas secretadas o expuestas del
patogeno son el primer contacto con el hospedero; el nimero de hélices transmembranales;
la probabilidad de adhesion; la prediccion de la conservacion de las secuencias entre
patogenos; la similitud de la secuencia del patogeno respecto al hospedero; y la prediccion
del numero de epitopos, y la prediccion de la unidon de epitopos al Complejo Mayor de

Histocompatibilidad de Clase [ y Clase Il (CMH I y CMH II respectivamente).

La produccion de vacunas a partir de sub unidades por medio de la vacunologia inversa, en
sistemas de expresion de proteinas recombinantes que permitan reducir los costos de
produccion, que sean capaces de ser almacenadas y transportadas sin refrigeracion, que
brinden una alternativa viable y sean facil de escalar a bajos costos, permitiran un gran

avance en contra de enfermedades como la paratuberculosis.
1.4 Plataformas de produccion de proteinas recombinantes

A la fecha, existen diversas plataformas de produccion de proteinas recombinantes. La
eleccion del sistema de expresion depende de la proteina en cuestion y la aplicacion que se

le vaya a dar a esta.

La manipulacion genética en bacterias como E. coli para la produccion de proteinas
recombinantes es muy sencilla, requiere un tiempo corto de regeneracion y el
mantenimiento de los cultivos es econdmico. Sin embargo, algunas bacterias como E. coli
no son convenientes para la expresion de proteinas de gran tamafio o complejos proteicos
debido a que no llevan a cabo modificaciones post-transcripcionales como la formacion de
enlaces disulfuro y glicosilaciones que son importantes para el correcto plegamiento de

proteinas complejas (Demain y Vaishnav 2009).



Las levaduras por otro lado, tienen la habilidad de plegar proteinas complejas y desarrollar
modificaciones post-traduccionales ya que tienen un sistema de expresion eucariota que
permite una alta productividad de proteinas a bajo costo y de rapida escalabilidad. No
obstante, algunas levaduras hiperglicosilan las proteinas recombinantes (Celik y Calik,
2012). En algunos casos, la glicosilacion de proteinas determina la estabilidad de la
proteina, solubilidad, antigenicidad, plegamiento, localizacion, actividad bioldgica, y

circulacion de la vida media (Palomares et al., 2004).

Otro sistema de expresion de proteinas recombinantes como las lineas celulares de
mamiferos, son consideradas la plataforma principal de produccion de proteinas
heterdlogas complejas, permiten un alto grado de calidad proteica y modificaciones post
traduccionales (Zhu, 2012). No obstante, se obtienen niveles de expresion bajos, ya que
¢éstas pueden ser inestables y, ademads, los costos de produccion son muy altos (Corchero et

al., 2013).

En contraste, las plantas han desarrollado exitosamente la mayoria de las modificaciones
post-traduccionales requeridas para la actividad de proteinas eucariotas complejas, proveen
una flexibilidad tremenda en términos de escala, costo, seguridad y problemas regulatorios.
Los sistemas de expresion en plantas actuales se basan en tres aspectos principales, que
incluyen la expresion del genoma, la expresion del cloroplasto y el sistema de expresion a

través de virus (Guan et al., 2013).
1.4.1 Microalgas como plataformas de produccion de proteinas recombinantes

Las Microalgas ademas de servir como un recurso natural mayor de macromoléculas como
carotenoides, acidos grasos poli insaturados de cadena larga y ficocoloides (Walker et al.,
2005) han surgido como una gran promesa en la biotecnologia en los ultimos afios,
presentando condiciones extraordinarias para ser utilizadas como sistema de expresion de
proteinas recombinantes. Las microalgas tienen altas tasas de crecimiento, cominmente
doblan su masa celular dentro de 24 h y son faciles de manejar los cultivos en laboratorio
ya que pueden crecer heterotroficamente o fototroficamente. La mayoria de las microalgas

verdes entran en la categoria GRAS (por sus siglas en inglés: Generally regarded as safe),



consideradas como seguras, pueden ser administradas via oral, lo que permite una
estimulacion en la mucosa e inmunidad humoral en contra de los patdogenos si es

administrada con componentes antigénicos.

La produccion de proteinas recombinantes en microalgas pueden ser expresadas a partir del
genoma nuclear, de cloroplasto o de mitocondria (Hall et al., 1993; Manuell et al., 2007;
Yamasaki et al., 2005) utilizando metodologias estdndar como bombardeo de micro
proyectiles o electroporacion (EL-Sheekh, 2000; Wang et al., 2007). El bombardeo de
micro proyectiles o bio balistica consta de la introducciéon de ADN directamente dentro de
los organelos a alta velocidad, utilizando proyectiles de tungsteno u oro recubiertos de
ADN disparados con una pistola accionada con helio (Koop et al., 2007), mientras que la
electroporacion es una técnica en la cual se aplica un campo eléctrico a las células para
incrementar la permeabilidad de la membrana, permitiendo la introducciéon de ADN al

interior de la célula.
1.5 Transformacion genética de cloroplastos

Los cloroplastos se encuentran presentes en células de plantas y algas eucariotas. Proveen
la fuente primaria de alimento en el mundo. Al realizar la fotosintesis, secuestran carbono,
producen almidon, sintetizan aminoacidos, acidos grasos, pigmentos y participan en
aspectos clave del metabolismo del nitrégeno y del azufre (Verma y Daniell, 2007). Cada
cloroplasto puede tener hasta cientos de copias de su propio genoma, esta caracteristica de
poliploidia le permite la integracion por recombinacion homologa de muchas copias del
gen de interés, alcanzando asi altos niveles de expresion (Manuell et al., 2007). En 1989 se
logré la primera transformacion estable del cloroplasto en Chlamydomonas reinhardtii
(Boynton et al., 1988). Esta técnica dio pie a transformaciones de otras especies de
microalgas. C. reinhardtii es la especie modelo por excelencia en la transformacion
genética de microalgas, alcanzado niveles de expresion de proteina total soluble del 20%

(Surzycki et al., 2009).



1.5.1 Produccion de proteinas recombinantes en el cloroplasto de Chlamydomonas

reinhardtii

C. reinhardtii ha sido durante muchos afios una especie modelo para estudios de ingenieria
genética y biologia molecular. En los afos recientes, se han llevado a cabo maultiples
transformaciones de esta alga verde con el objetivo de producir proteinas de interés
terapéutico como lo son hormonas (Kim et al., 2002), anticuerpos monoclonales humanos

(Rasala y Mayfield, 2011) y vacunas de subunidades (Gregory et al., 2012).

En el 2012 Gregory y colaboradores demostraron que la transformacion plastidial en C.
reinhardtii era capaz de producir vacunas candidatas estructuralmente complejas para el
bloqueo de la transmision de la malaria, a diferencia de E. coli y en S. cerevisiae cuyas
proteinas no lograron el correcto plegamiento de sus estructuras (Kaslow et al., 1992;

Gozar et al., 1998).

El acelerado crecimiento en el desarrollo de vacunas y otras proteinas de interés a través de
la transformacion genética del cloroplasto se debe a que posee caracteristicas para el
correcto ensamblaje de proteinas complejas que otros sistemas de expresion no producen,
como la viabilidad de expresar multiples proteinas de ARN mensajeros policistronicos, la
integracion dirigida de transgenes, la ausencia del silenciamiento de genes y que no existe
una transmision de polen como ocurre en los sistemas de transformacion nuclear (Wang et

al., 2009).
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I1. ANTECEDENTES

La Vacunologia inversa comienza con el andlisis bioinformatico de las secuencias del
genoma para predecir los mejores candidatos a vacunas utilizando distintas herramientas.
Hoy en dia mas y mas genomas de patdgenos microbianos estan siendo secuenciados

convirtiéndose en estrategias emergentes importantes de desarrollo de vacunas.

La primera vacuna desarrollada a partir de la Vacunologia Inversa surgié para combatir a la
meningitis meningococcal, enfermedad causada por Neisseria meningitidis (Giuliani et al.,
2006). Inicialmente se identificaron 570 ORFs, de los cuales 350 proteinas fueron
expresadas in vitro, sin embargo, solo siete proteinas indujeron inmunidad en todos los

serotipos.

Otro ejemplo en la seleccion de antigenos para combatir enfermedades como la
tuberculosis, se desarrolldo en 2005 por Mustafa y Shaban, quienes identificaron epitopos
promiscuos de células Thl de tres antigenos secretados principales, (ESAT-6, CFPI10 y
MPt70) por medio de un servidor virtual de prediccion basado en matrices (ProPred)

http://www.imtech.res.in/raghava/propred/para la unioén de péptidos a 51 alelos HLA-DR.

Recientemente, Gurung y colaboradores en 2012 identificaron 8 proteinas de MAP como
vacunas potenciales, debido a que presentaban una gran cantidad de epitopos para células B
y T en su secuencia de aminoacidos en contra de MAP. Estas proteinas fueron previamente
identificadas que eran sobre expresadas bajo condiciones de estrés in vitro, lo cual de
manera natural inducen una respuesta similar a la latencia que estd involucrada en evadir

los mecanismos de defensa del huésped.

En los ultimos afios se han desarrollado herramientas y protocolos para la transformacion
genética del cloroplasto de C. reinhardtii con el fin de obtener moléculas de alto valor para
la industria biotecnoldgica, como posibles vacunas candidatas en contra de virus, bacterias,
malaria y otras enfermedades. Sin embargo, esta plataforma biotecnologica no se ha
utilizado para la expresion de genes seleccionados mediantes andlisis por vacunologia

inversa.
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El primer reporte de un antigeno sintetizado en algas, fue de la molécula quimérica que
comprende a la proteina estructural VP1 del virus de la fiebre aftosa y a la sub unidad beta
de la toxina del colera (CTB), un conocido adyuvante de la mucosa (Sun et al., 2003). Este
antigeno ya ha sido expresado en plantas y demostr6é despertar inmunidad oral en ratones

(Wigdorovitz et al., 2009).

Wang y colaboradores en 2008 expresaron en el cloroplasto de C. reinhardtii la proteina
acido glutamico descarboxilasa huma 65 para combatir a la diabetes de Tipo 1. Se probo y
reacciond con suero de pacientes diabéticos y hubo induccion en la proliferacion de células

de bazo de ratones diabéticos no obesos.

Recientemente, Demurtas y colaboradores en 2013 produjeron E7GGG, la cual es una
forma atenuada mutada de la oncoproteina E7 del virus del papiloma humano (HPV) tipo
16. La expresion en cloroplasto permitio la acumulacion de proteina alcanzando niveles de

hasta el 0.12% de proteina total soluble.

A la fecha solo existe un reporte de transformacion de C. reinhardtii par la produccion de
candidatos a vacunas contra el complejo Mycobcaterium. En ese trabajo se logrd expresar
el gen esxH de Mycobacterium tuberculosis, el cual codifica un antigeno de células T
inmuno dominante de 10 KDa de peso (Pratheesh y Kurup, 2013). Por consiguiente, la
estrategia de este trabajo fue generar los vectores de transformacion del cloroplasto de C.
reinhardtii para la expresion y produccion de genes con potencial vacunal a evaluarse

contra la infeccidon causada por MAP.
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II. JUSTIFICACION

Los altos costos de produccion, almacenamiento y purificacion de las vacunas
“tradicionales” hacen necesaria la implementacion de otros métodos para la obtencion de
estas y otras moléculas de interés biomédico necesarias para el control de enfermedades
como la paratuberculosis. El presente trabajo pretende implementar la transformacion
plastidial de Chlamydomonas reinhardtii para la produccion de proteinas recombinantes

con potencial a evaluarse como vacunas contra la paratuberculosis.
IV. HIPOTESIS

Es posible la insercion genética en el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii para la
produccion de proteinas recombinantes con capacidad antigénica de Mycobacterium avium

subsp. paratuberculosis.

V. OBJETIVOS
V.I. OBJETIVO GENERAL

Insertar en el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii los genes seleccionados in silico
con potencial a evaluarse como vacunas contra Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis.
V.II. OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar y seleccionar in silico antigenos de MAP con potencial para evaluarse

Ccomo vacunas.

e Construir los vectores de transformacion que contengan los antigenos con

potencial a evaluarse en el cloroplasto de C. reinhardtii.

e Determinar la presencia de los genes de interés en el cloroplasto de C.

reinhardtii.
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Analizar la presencia de las proteinas recombinantes producidas en el

cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii.
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VI MATERIALES Y METODOS
6.1 Analisis in silico

Con el fin de seleccionar y clasificar secuencias de proteinas de MAP como candidatos
vacunales se utilizaron programas y servidores inmuno-informéaticos en linea tomando en
cuenta caracteristicas de probabilidad antigénica. Las secuencias de acuerdo a su
clasificacion funcional II.C.5 Otras proteinas de membrana (n=100) reportadas por Li y
colaboradores en 2005. Se descargaron en formato FASTA de la base de datos del
GenBank® NIH en el Centro Nacional de Biotecnologia y de la Informacion (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

6.1.1 Prediccion de regiones de union al CMH 11 y localizacion sub celular

Las 100 secuencias reportadas como Otras proteinas de membrana de MAP K-10 fueron
sometidas a un andlisis de union al CMH II por medio del servidor en linea ProPed

disponible en: http://www.imtech.res.in/raghava/propred/ (Singh y Raghava, 2001), el cual

es una herramienta web grafica que utiliza algoritmos de prediccion basados en matrices
cuantitativas de literatura publicada por (Sturniolo et al., 1999) empleando una tabla de
coeficientes entre la posicion del aminoacido. El valor de corte utilizado fue del 3% y se
utilizaron 51 alelos de antigenos de leucocitos de humanos (HLA-DR) disponibles en el
servidor que cubren mas del 90% de moléculas CMH II expresadas en células
presentadoras de antigenos. Por otra parte, se utilizdo el servidor TMHMM para la
prediccion de hélices transmembranales basados en el Modelo Markov de las secuencias

candidatas, disponible en http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/.

6.1.2 Alineamiento de las secuencias candidatas

Se realizd el alineamiento local bésico de las 10 secuencias candidatas que codifican
proteinas con el programa en linea blastp disponible en:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins del Centro Nacional de

Biotecnologia y de la Informacion (NCBI) con el fin de conocer la similitud entre las
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proteinas de Bos taurus, Mus musculus y MAP para descartar aquellas secuencias que
compartan o traslapen péptidos considerados epitopos. Ademas se realizd el alineamiento

local basico de las secuencias de MAP con otras micobacterias.
6.1.3 Prediccion de epitopos a células T

Se realizo la prediccion de péptidos de union al CMH 1 con los alelos de ratén (H-2-Db, H-
2-Dd, H-2-Kb, H-2-Kk y H-2-Ld) utilizando redes neuronales artificiales mediante el
servidor NetMHC 3.2, disponible en http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC/.

6.1.4 Prediccion de péptidos de union al CMH 11

Se realizo la prediccion de péptidos de union al CMH II con los alelos de raton (H-2-IAb y
H-2-IAd) utilizando redes neuronales artificiales mediante el servidor NetMHCII 2.2,
disponible en http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII/.

6.1.5 Prediccion de Epitopos de células B

Se localizaron regiones de Epitopos de células B en las secuencias candidatas por medio del

programa ABCPred, disponible en: http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/index.html,

utilizando un valor de corte de 0.7.
6.1.6 Prediccion de Epitopos de Linfocitos T citotoxicos

Se realiz6 la prediccion de los epitopos de linfocitos T citotoxicos de las secuencias
candidatas mediante el servidor NetCTL 1.2, disponible en:

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/.

6.2 Analisis Fisicoquimicos in silico

6.2.1 Hidrofobicidad

Se analizaron las secuencias candidatas en el programa Protscale, disponible en

http://web.expasy.org/protscale/ para calcular y representar la Hidrofobicidad utilizando la

escala propuesta por Kyte y Doolittle en 1982.
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6.2.2 Punto isoeléctrico

Se determino el valor tedrico del punto isoeléctrico de las secuencias candidatas con ayuda

del programa Compute pI/Mwtool, disponible en: http://web.expasy.org/compute_pi/.

6.2.3 Estructura Secundaria

Se realizo la prediccion de la estructura secundaria en base a la secuencia de aminodcidos
de las secuencias candidatas por medio del servidor SCRATCH disponible en:

http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/.

6.3 Microrganismos utilizados

6.3.1 MAP ATCC19698

Es una cepa de referencia donada por la Dra. Sawako de la Universidad Auténoma de Baja

California en Ensenada, Baja California, México.

La cepa ATCC19698 de MAP fue cultivada durante seis semanas a una temperatura de
39°C con el medio en caldo Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson, Franklin Lakes NJ),
complementado con 10% de albimina-dextrosa-catalasa (ADC) (Becton Dickinson) y 4

mL (2 mg) micobactina J (Allied Monitor, Inc., Fayette, MO).
6.3.2 E. coli Top10F’

Genotipo F' (laclq Tnl10(tetR)) mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAMI15 AlacX74
deoR nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(Str®) endA1 A~ (Invitrogen)
(Dcekier, 2008). Cepa utilizada para la seleccion con base en el color de colonias
transformadas con vectores que expresan el péptido alfa de la beta-galactosidasa sin

necesidad de emplear IPTG.
6.3.3 Chlamydomonas reinhardtii CC-125 wild type mt+ [137¢]

Cepa silvestre aislada por G. M. Smith en el afio 1945 en Amherst MA, contiene

mutaciones en los genes nit/ y nit2, los cuales bloquean la actividad de la nitrato reductasa,

17



por lo que no puede crecer en presencia de nitrégeno como su unica fuente de nitrogeno
(The Chlamydomonas Sourcebook [Harris (1989)], p. 215). Sin embargo, la mayoria de las
especies de Chlamydomonas son capaces de asimilar nitratos, nitritos y amonio como unica

fuente de nitrogeno.

Fue obtenida del centro de recursos de Chlamydomonas y cultivada en condiciones
asépticas en medio solido TAP a una temperatura de 25°C bajo iluminacién constante con
una lampara de luz blanca de 40 Watts. En los cultivos liquidos las cepas fueron crecidas

bajo las mismas condiciones de temperatura e iluminacién a 100 rpm de agitacion.
6.4 Extraccion de ADN genomico (ADNg) de MAP

Se tomaron 5 mL de cultivo de MAP que fueron centrifugados a 13 500 rpm durante 20
min para después resuspender la pastilla en 1 mL de buffer de lisis (Tris 1 M pH 8.0, EDTA
1 mM y 1% Triton 100 X). Posteriormente, las muestras sufrieron un choque térmico, se
calentaron a 90°C durante 10 min y enseguida se llevaron a -80°C por otros 10 min. Se
adicionaron 40 pL de lisozima (20 mg/mL) y se incubaron durante dos horas a 37°C. A
continuacion se le afadieron 4 pL de proteinasa K (20 mg/mL) y se incubd durante 30 min
a 68°C. Después se centrifugd a 13 500 rpm durante 10 min a 4°C y se transfiri6 el
sobrenadante a un tubo nuevo. Enseguida se agregd un volumen de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd en vortex durante 30 segundos y se anadieron 20 pL
de RNAsa a 100 pg/mL que se incubaron a 37°C durante una hora. Luego, se centrifugd a
10 000 rpm durante dos min a 4°C y se transfirid la fase acuosa a un tubo nuevo. Después,
se sumaron 0.6 volumenes de isopropanol frio y se incubd a -80°C durante 30 min.
Posteriormente, se centrifugd a 13 500 rpm durante 10 min a 4°C y se descartd el
sobrenadante. Enseguida, se afiadieron 500 pL de etanol frio al 70% y se mezclo
suavemente por inversion. Se centrifugd a méxima velocidad durante cinco min y se
removio el etanol mediante la pipeta y el uso del concentrador de vacio (Eppendorf® Brand
Vacufuge ® Modelo 5301). Finalmente, la pastilla fue resuspendida en 30 pL de agua
miliQ.

18



6.5 Diseio de iniciadores

El disefio de los iniciadores para las secuencias candidatas se realizaron por medio del

programa Oligo7 disponible en: http://www.oligo.net/downloads.html.

Los iniciadores se mandaron sintetizar al Instituto de Biotecnologia (UNAM) y fueron

utilizados para la amplificaciéon de cada uno de los genes. Primero, se diluyeron en un

volumen de agua miliQ hasta alcanzar una concentraciéon de 1 nmol/puL, y posteriormente

un volumen de esta solucion se llevéd a una concentracion de 1 pmol/uL para su uso en las

reacciones de PCR para amplificar la secuencia correspondiente a cada uno de los genes de

MAP (Sambrook y Russell, 2001) (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores sintetizados para la amplificacion de los genes

candidatos.

Gen

MAP0065

MAPOI164

MAPO189

MAPO215

MAP0901

MAP2100

MAP2499

Secuencia de iniciadores

F 5’-GTGACCGGCGCTGCCGAGCC-3’
R 5-TCATGTCGCCCCGGCCAGCG-3’
F 5’-GTGACATCGCCGCATAAGGT-3’
R 5"-TCAGTGGCGAATCCACGTGA-3’

F 5"-GTGATCCAGGTGTGCTCTCAATG-3’

R 5"-CTATGCTGCCGGTTCCTGG-3"
F 5"-ATGAGGCGGCCCGGCTGG-37
R 5"-TCACTCGCGCGGCGGCGGTG-3’

F 5"-GTGACACGGGTGGAGGACAACC-3’

R 5"-CTATTCCCCGGGCCGGCG-3’

F 5-ATGATCACCTCCAAGCTGCG-3’
R 5"-TCATGTCGCCGAACGGATCT-3’
F 5"-ATGCTCCTGGCACTGCTGCGC-3’
R 5'-TCATGGGGTGCCCCCGGTG-3’

No de

bases

1638 pb

1530 pb

1005 pb

1920 pb

1401 pb

1761 pb

1758 pb

Acceso en

GenBank

2718732

2721337

2717723

2720344

2718955

2720755

2719119

19



MAP2327 F 5’"-ATGGGATTCATCCGGCCCAATCT-3"
R 5"-TCAGGAATCGCTGACCCGGC-3’

1740 pb 2720494

Ademas, se disefiaron 10 pares de iniciadores con sitios de restriccion Nde I, Sph I y una

etiqueta 3x FLAG. Se muestran en la Tabla II.

Tabla II. Secuencia de los iniciadores sintetizados con sitios de restriccion y una etiqueta

3x FLAG.

Iniciador

Secuencia

No de bases

RSS1

5'"GGAATTCCATATGGACTATAAGGATCAC
GACGGTGACTACAAGGACCACGACATTG
ATTACAAGGACGACGACGACAAGATGAC
ATCGCCGCATAAGGTC 3’

100

RSS2

5S'"GGAATTCCATATGTTAGTGGCGAATCCA
CGTGAAGAGCCCTCC 3’

43

RSS3

5'GGAATTCCATATGGACTATAAGGATCAC
GACGGTGACTACAAGGACCACGACATTG
ATTACAAGGACGACGACGACAAGATGATC
CAGGTGTGCTCTCAA 3’

100

RSS4

5S'GGAATTCCATATGACATGCATGCTTATGC
TGCCGGTTCCTGGCCCTTGAACTC 3’

53

RSS5

5'GGAATTCCATATGGACTATAAGGATCAC
GACGGTGACTACAAGGACCACGACATTG
ATTACAAGGACGACGACGACAAGATGAC
AGATCTGAGCGAGAAG 3’

100

RSS6

5'GGAATTCCATATGACATGCATGCTTATCC
GCCGCCGCCCGGGGACGCGCCCAG 3’

53

RSS7

5'GGAATTCCATATGGACTATAAGGATCAC
GACGGTGACTACAAGGACCACGACATTG
ATTACAAGGACGACGACGACAAGATGATC
ACCTCCAAGCTGCGC 3’

100

RSS8

5'GGAATTCCATATGACATGCATGCTTATGT
CGCCGAACGGATCTTCCCGGGTGA 3’

53

RSS9

5'GGAATTCCATATGGACTATAAGGATCAC
GACGGTGACTACAAGGACCACGACATTG
ATTACAAGGACGACGACGACAAGATGAG
CGAACTGATCAAAGAG 3’

100

RSS10

5'"GGAATTCCATATGACATGCATGCTTATTA
ATTCAGTTTATGACCCAGCTTGCT 3’

53
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Por otra parte, se disefiaron los iniciadores JAB476 y JAB477 que amplifican la region 5’
del promotor pshA y la region 3’ del terminador rbcL de C. reinhardtii anadiéndole un sitio

Pac I en los extremos (Tabla III).

Tabla III. Secuencia de los iniciadores sintetizados con el sitio Pacl.

Iniciador Secuencia No de bases
JAB476 % 3%ccgcgtattaattaaATCGATGTCGACCGTCCTA 36
JAB477 i 3g’ccgcgtattaattaaCACGTAAGCGCATTTTCTT 36

6.6 Amplificacion por PCR de los genes candidatos

Se llevo a cabo la amplificacion por PCR de algunos de los genes seleccionados de MAP.
La enzima que se utilizé fue GoTaq® Flexi que ofrece una amplificacion robusta igual a, y
en algunos casos superior a la taqg ADN polimerasa convencional. Asimismo, debido al alto
contenido de guaninas y citosinas que presentan los genes de MAP fue necesaria la adicion

de dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion final del 5%.

Las reacciones se realizaron utilizando el equipo PTC-200. Se utilizaron las siguientes
condiciones de amplificacion: 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 95°C por 30 seg, un
gradiente de temperatura de alineacion desde los 61°C hasta los 67°C por 30 seg, 72°C por

1 min con 50 seg y una extension final de 72°C por 10 min.

En la amplificacion de los genes candidatos con los iniciadores de la Tabla II se realizaron
de acuerdo a las condiciones del kit KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen), enzima
de alta fidelidad, la cual se usa para la amplificacion de templados de ADN ricos en
guaninas y citosinas. Las temperaturas de alineamiento en el PCR para la amplificacion de
los genes fueron de 64°C para MAP0I164 y MAP0189 mientras que para mlagBFP y
MAP2100 fueron de 66°C.
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En el caso de los genes candidatos la amplificacion con los iniciadores JAB476 y JAB477
se establecid con la enzima Phusion ADN Polimerasa (New England Biolabs) de acuerdo
con las condiciones sugeridas por el proveedor, utilizando las mismas temperaturas de

alineamiento que con los iniciadores de la Tabla II.
6.7 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Los geles de agarosa permiten la visualizacion y separacion de fragmentos de ADN asi
como la determinacion aproximada de su tamaiio. La concentracion de los geles de agarosa

depende del tamafio de los fragmentos de ADN a separar (Tabla IV).

Tabla IV. Concentracién recomendada de gel de agarosa para separar moléculas lineales.

% de agarosa Tamaiios de ADN (pb)
0.75 10 000 — 15 0000
1 500 — 10 000
1.25 300 — 5000
1.5 200 — 4000
2.0 100 — 2500
2.5 50— 1000

La técnica se realizo de acuerdo a la metodologia descrita por Sambrook y Russell (2001).
La agarosa fue disuelta en Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, calentando en microondas hasta

observarse una solucion transparente.

Las muestras de ADN se mezclaron con 1/10 de volumen final de tampon de carga 6X,
posteriormente fueron cargadas en los pozos del gel de agarosa y corridas a un voltaje de
120V durante 35 min. Para la visualizacion del ADN por medio de tincion se agregd 1 pL

por cada 100 mL de agarosa de SYBR® Safe.
6.8 Purificacion de los genes candidatos

Los productos correspondientes al tamafio de los genes fueron cortados, se les agregd un
volumen igual de la solucion de union de membrana incluida en el kit Wizard® SV Gel and

PCR Clean-Up System (Promega) a tubos Eppendorf. Enseguida, se aplico vortex y fueron

22




incubados a temperaturas de 50-65°C durante 10 min para inmediatamente centrifugar a
maxima velocidad y asegurarse que el contenido quedara al fondo de los tubos. El producto
de PCR se incubd durante un min en las columnas SV a temperatura ambiente y enseguida
se centrifugd para que este producto de PCR pasara a través de la membrana de las
columnas SV. El sobrenadante fue descartado y la membrana fue lavada con 700 pL de
solucion de lavado de membranas, previamente diluida con etanol al 95%. Se centrifugd
una vez mas a maxima velocidad durante un min y se descartd el sobrenadante y se repitid
el mismo paso. Finalmente, a las membranas secadas al vacio les fueron agregadas 50 uL

de agua libre de nucleasas, se centrifugaron y se colectaron en tubos nuevos de 1.5 mL.
6.8.1 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion o endonucleasas son enzimas que reconocen secuencias cortas y
especificas de ADN y cortan la doble cadena de ADN en sitios especificos o adyacentes a
su secuencia de reconocimiento. Las enzimas de restriccion utilizadas fueron: EcoR V, Nde
I, Sph I, Pac 'y BamH I, mismas que se usaron en volumenes de reaccion de 20-50 pL bajo
las condiciones de reaccion sugeridas por los fabricantes (New England Biolabs). Las
mezclas de reaccion fueron incubadas a 37°C durante 4 hrs, posteriormente se corrieron en
un gel de agarosa. En algunos casos, las bandas especificas fueron cortadas y purificadas a

partir del gel.
6.8.2 Tratamiento con fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina es una enzima hidrolasa capaz de remover grupos fosfatos del extremo
5’ terminal y es utilizada para prevenir la religacion de los vectores de clonacion
linearizados. La fosfatasa alcalina utilizada fue la fosfatasa alcalina de camarén (SAP) de
Promega. Para la reaccion de desfosforilacion se incubd 1 U de SAP por cada microgramo
de ADN digerido con endonucleasas a 37°C durante 30 min en buffer SAP 1X, en un
volumen final de 30-50 pL. Se inactivé la enzima por incubacion a 65°C durante 15 min,

posteriormente se centrifugd la reaccion y se obtuvo una alicuota de 2 pL para la ligacion.
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6.8.3 Ligacion de fragmentos de ADN

Las ADN ligasas catalizan la formacion de un enlace fosfodiester entre el hidroxilo 3’ y el
fosfato 5’ de los residuos adyacentes de ADN. La ligacion de los insertos en el interior de
los vectores empleados se realizé con la enzima T4 ADN ligasa (Fermentas) utilizando una
proporcion molar inserto: vector 3:1. Para calcular la cantidad de inserto a adicionar se

sigui6 la siguiente formula:

ng de vector X longitud en kb del inserto % proporcién molar inserto

, = ng de inserto
longitud en kb vector vector

Una vez calculada la relacion, la reaccion se llevo a un volumen de 10 pL, adicionando 1
uL de buffer 10X, 1 U de T4 ADN ligasa y agua. Se incub6 toda la noche a 4°C y
posteriormente se utilizaron de 2-7 pL de la mezcla para transformar con células calcio-

competentes de E. coli con el fin de amplificar el producto de la ligacion.
6.8.4 Preparacion de células calcio competentes

La cepa utilizada fue E. coli Topl0F para las clonaciones en todos los vectores utilizados.
Se inoculd una colonia de la cepa E. coli Topl0F en 5 mL de medio de cultivo LB estéril,
con agitacion de 200 rpm a 37°C durante toda la noche. Posteriormente en un matraz de 50
mL de medio LB estéril se inoculdé con 1 mL de cultivo previo y se incubd a 37°C con
agitacion constante de 4-5 horas hasta obtener una densidad 6ptica (OD) de 0.4-0.6 a 600
nm. Transcurrido el tiempo indicado se colocod el matraz en hielo durante 15 min,
posteriormente se centrifugd a maxima velocidad durante 10 min a 4°C retirando el
sobrenadante. La pastilla formada fue resuspendida cuidadosamente en CaCl2 0.1 M frio;
se realizaron 3 lavados con CaCl2 0.1 M frio con 20 mL, 10 mL y 7.5 mL respectivamente
y se centrifugd a méxima velocidad durante 10 min. En cada paso de lavado, el matraz fue
colocado en hielo durante 15 min. Se realizaron alicuotas de 50 pL y fueron mantenidas a -

70°C.
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6.8.5 Minipreparacion de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico a pequefia escala se llevd a cabo por medio del kit
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) atendiendo el protocolo

establecido por la compaiia.
6.8.6 Maxipreparacion de ADN plasmidico

Para obtener mayores concentraciones de ADN y asi poder utilizarlo para el recubrimiento
de las particulas de tungsteno, se realiz6 la maxipreparacion de ADN utilizando el kit
HiSpeed Plasmid Purification (QIAGEN), el cual estd basado en un procedimiento
modificado de lisis alcalina, seguida de la unién del ADN plasmidico a la resina de

intercambio de aniones QIAGEN, bajo las condiciones apropiadas de pH y baja salinidad.
6.9 Cultivo de C. reinhardtii, transformacion y condiciones de crecimiento

Se utilizo la cepa cc125 de Chlamydomonas reinhardtii de (CC-125, The Chlamydomonas
Core-Collection Center, Duke University). Antes de la transformacion, la cepa crecid a
mediados de la fase logaritmica (aproximadamente 8x10° a 2x10%cel/mL) en medio TAP
(tris-acido-fosfato) a 29°C en agitador rotatorio. Las células se cosecharon mediante
centrifugacion y resuspension en medio TAP a una concentracion de 3x107 cel/mL. Se
tomaron 200 pL y se inocularon en placas de medio solido TAP en forma de gota en el
centro de la misma, al término de esta inoculacion se incubaron a una temperatura de 25°C

en condiciones de obscuridad por un tiempo de dos horas.

6.9.1 Preparacion de microacarreadores de tungsteno.

Para la preparacion de microacarreadores para el bombardeo particulas con ADN al interior

del cloroplasto de C. reinhardtii se utiliz6 la metodologia descrita por Sanford et al. (1993).

Se pesaron 30 mg de micro particulas de tungsteno con un tamafio de 0.7 um en un tubo

Eppendorf de 1.5 mL para afadirle 1 mL de etanol al 70% y se agité vigorosamente de 3-5
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min. Durante 15 min se dejaron remojando las particulas en etanol al 70%, posteriormente
se centrifugd a maxima velocidad durante un min para crear una pastilla y desechar el
sobrenadante. Después, la pastilla se lavo con un mL de agua estéril durante tres ocasiones,
aplicando vortex, dejando reposar, centrifugando y descartando el sobrenadante. Enseguida,
se agregaron 500 pL de glicerol estéril al 50% para llevar a una concentraciéon de 60
mg/mL. Se agitaron las particulas aplicando vortex durante 5 min para deshacer particulas
aglomeradas y se transfirieron 50 pL de la suspension de micro particulas a un tubo estéril
de 1.5 mL en el cual se le afiadieron 5 pLL de ADN (1 pg/uL), 50 uL de CaClI2 (2.5 M) y 20
uL de espermidina (0.1 M) mientras se agitaba la suspension. Enseguida, se dejaron asentar
las micro particulas durante un min, posteriormente, se centrifugaron para obtener una
pastilla descartando el sobrenadante y se le aplicd un lavado con etanol al 70% (grado
HPLC), se desecho el sobrenadante y se le anadieron 120 pL de etanol al 100%. La pastilla
fue resuspendida suavemente invirtiendo el tubo varias veces y se esper6d a que el etanol

bajara por las paredes.

Se colocaron aproximadamente 30 pnL de la mezcla en los discos macro, esparciendo con la
punta de la micropipeta en un didmetro de 2-3 cm. Se dejo secar la mezcla en los discos
macro y enseguida se llevdo a cabo el bombardeo de las microparticulas con ADN al

cloroplasto de C. reinhardtii.

6.9.2 Metodologia de Bombardeo

Se realiz6 el bombardeo de micro particulas de tungsteno con los vectores que expresan los
genes seleccionados en condiciones de esterilidad bajo la campana de flujo laminar y con la
esterilizacion del equipo de bombardeo Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery System
con etanol al 70%. Inicialmente, se abrio la valvula principal del tanque de helio a 200 psi,

al igual que fue encendida la bomba de vacio.

Para la transformacion, se utilizaron discos de ruptura de 1 100 psi (Bio-Rad), la caja Petri
que contenia las células se colocd a una distancia de nueve centimetros y se generd vacio

hasta alcanzar 20 mm de Hg dentro de la cdmara de transformacion, se mantuvo el vacio y
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se realiz6 el disparo de las microparticulas con ADN contenidas en el macroacarreador. Una
vez hecho el disparo de las microparticulas, las placas de medio TAP con células de C.
reinhardtii se incubaron a 25°C en oscuridad por un periodo de 24 horas, al término del
tiempo de incubacion, las placas fueron transferidas a una camara de crecimiento con una

temperatura de 25°C con iluminacion constante.
6.10 Seleccion de colonias transformadas y subcultivos

Para cada sesion de bombardeo se utilizaron controles. El positivo que consta de la cepa de
C. reinhardtii en medio TAP sin antibidtico y sometida al proceso de bombardeo, excepto
que las particulas no contenian ADN. Para el control negativo se utiliz6é la cepa de C.
reinhardtii en medio TAP con antibidtico (Kanamicina) y sometida al proceso de
bombardeo, excepto que las particulas no contenian ADN. Las placas que fueron
bombardeadas se mantuvieron en incubacion a 25°C al menos durante cuatro semanas. Las
lineas transformadas fueron recuperadas hasta que el control negativo muri6 en su totalidad
y en las placas transformadas aparecieron pequeias colonias que fueron resembradas a
nuevas placas de medio TAP con Kanamicina entre 2-3 semanas. Se realizaron tres
resiembras con el objetivo de tener lineas homoplasmicas. Las lineas que mostraron

crecimiento fueron analizadas por PCR para la confirmacion de insercion de genes.
6.11 Confirmacion de transformacion por PCR

Para la confirmacion de lineas transformadas se realizaron amplificaciones de ADN por
PCR de las lineas recuperadas resistentes a Kanamicina. Se tomaron tres colonias como
referencia, la cuales fueron centrifugadas por separado a una velocidad de 13 000 rpm para
formar una pastilla, estas fueron resuspendidas en 50 uL de soluciéon Chelex-100 (5%).
Enseguida, se aplico vortex durante 5-10 seg y se incubaron a 98°C por 12 min,
posteriormente se enfriaron en hielo por un min. Después, se aplico vortex durante 5 seg y

se centrifugd a 13 000 rpm.

Para la reaccion de confirmacion de transformacion mediante PCR, se tomaron 2 pL de la

extraccion de ADN de C. reinhardtii como templado, y se llevdo a cabo utilizando la
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polimerasa Phusion High-Fidelity DNA (Thermo Scientific) para amplificar el gen aphA-6
con los iniciadores qfJABC8 y qrJABCS8 que confiere resistencia a Kanamicina y el gen
MAP2100 con los iniciadores JAB476 y JAB477 con temperaturas de alineamiento de 55°

C y 66°C respectivamente.

6.12 Extraccion de proteinas de C. reinhardti

Se seleccion6 una de las colonias de C. reinhardtii como referencia que resultaron positivas
a las amplificaciones por PCR de los genes aphA6 y MAP2100 del vector 2100-p320. Con
esta colonia fue inoculado un matraz con 100 mL de medio TAP y antibidtico (Kanamicina)
para la extraccion de proteinas. Ademads, se utilizd un control negativo, el cual constd de
una cepa no transformada de C. reinhardtii. Los cultivos liquidos se centrifugaron una vez
que alcanzaron una concentracion de 1x106 células/mL, se centrifugaron a 6000 rpm
durante 5 min, se desecho el sobrenadante y se colocaron en 2 mL de buffer de extraccion
de proteinas (Ver Anexos). La mezcla se macerd en frio durante 10 min. Posteriormente, se
agregaron 8 mL del buffer de extraccion de proteinas y centrifugaron durante 10 min a

6000 rpm y se recupero el sobrenadante como proteina total soluble.

6.13 Electroforesis de proteinas en geles de acrilamida (SDS-PAGE)

Para la obtencion de proteinas recombinantes, ademas del uso de la expresion en
cloroplasto, se utilizo la cepa BL21 star de E. coli como control de la expresion de los

genes seleccionados.

Se prepararon dos geles de poliacrilamida. El primero llamado gel de resolucion se prepard

al 12% y el segundo gel llamado empacador se preparo al 5% (ver Anexos).

Primero se colocd el gel de resolucion, enseguida se le agregd isopropanol para evitar
burbujas dentro del gel y que este polimerizara de manera uniforme en condiciones
anaerobias. Posteriormente, se agregd el gel empacador encima del primer gel. Una vez
polimerizados se colocaron en la camara de electroforesis vertical y se llend con el buffer

de electroforesis Laemmli (Tris 12g, Glicina 57.6 g, SDS 2g aforado a dos litros de agua).
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Se midi6 la concentracion de las proteinas extraidas. Se tomaron 15 pg por cada muestra y
fueron calentadas a 90°C durante cinco minutos con el buffer 2x Laemmli Sample Buffer
(65.8 M Tris-HCI, pH 6.8, 2.1% SDS, 26.3% (p/v) glicerol, 0.01% azul de bromofenol) a
una proporcion 1:1. Las condiciones en las que se corrieron los geles de proteinas una vez
cargadas las muestras en los pozos de los geles fueron a 70 V por 30 min y 90 V durante 2

hora 20 min.

Ulteriormente, uno de los geles se coloco en solucion fijadora (50% Metanol, 10% acido
acético, 40% Agua) por 30 min, una vez pasado el tiempo se descartd la solucion fijadora y
se agregé la solucion de tefiimiento (50% metanol, 10% acido acético, 40% agua, 0.25%
azul de coomasie) por 1 hora. Enseguida se colocod en solucion destefiidora (10% acido

acético, 90% agua) hasta que el patron de bandeo se volviera nitido.

6.14 Western Blot

Al finalizar la electroforesis, el gel de separacion se dejo incubando en buffer de
transferencia de proteinas 1x (48 mMTris, 39 mMGlicina, 2.5 mMSDS, 20% (v/v)
metanol), previamente enfriado a 4°C, durante 10 min. Ademas, se dejaron incubando dos
papeles filtro Extra Thick Blot Paper (Biorad) de 10 x 8cm y una membrana de difluoruro
de polivinilideno (PVDF) (Biorad). Al momento se colocaron en el equipo para
transferencia de proteinas Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Biorad) uno de los
papeles filtro, la membrana de PVDF, el gel de poliacrilamida y el otro papel filtro creando

un sandwich. La transferencia se realizé a 20 V durante 1 hora.

Finalizando el tiempo de la transferencia de proteinas, la membrana se enjuagd con PBST.
Se llevo a cabo el bloqueo de la membrana con una solucion de leche descremada al 5%
con PBST. Después del bloqueo de la membrana se realizaron cinco lavados con PBST
(previamente frio) de cinco minutos cada uno con agitacion. Enseguida se colocd el
anticuerpo monoclonal Anti-DDDDK (equivalente al anticuerpo 3X FLAG) (diluido
1:7000 en 15 mL de PBST) y se dejé incubando durante 1 hora. Al término de la hora, se
descarto el anticuerpo Anti-DDDDK y se realizaron cinco lavados con PBST. Al concluir

los lavados con PBST, la membrana se lavo con agua destilada y se agregaron 1.5 mL de
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Western Lightning Plus ECL (Perkin Elmer) como especifica las instrucciones del
fabricante para poder revelar la membrana, inmediatamente después se coloc6 en un

fotodocumentador (Biorad) para poder obtener la imagen de la deteccion.
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VII. RESULTADOS

7.1 Analisis in silico

7.1.1 Prediccion de regiones de union al CMH 11 y localizacion sub celular

En el andlisis de prediccion de regiones de uniéon al CMH II (ProPed), se sometieron las
100 secuencias reportadas como Otras proteinas de membrana de MAP K-10, solo las 10
secuencias que presentaron una mayor afinidad a este fueron elegidas para continuar los
analisis. Estas secuencias mostraron uniones al CMH II en los 51 alelos HLA-DR
disponibles. La proteina MAP0I164 mostr6 el porcentaje de unién mayor con un 96.67 %,
seguida de MAP2327 con un 90% de union y MAP0901 con un 88.83 %. Asi mismo, estas
proteinas presentaron los epitopos mas promiscuos: VVILGAIAI de MAP0614 que era
reconocido por el CMH 1I en los 51 alelos, VVILDAQPI de MAP2327 reconocido en 50
ocasiones y LVIIAAVTL de MAP0901, reconocido en 49 ocasiones. Por otra parte, los
resultados de localizacion sub celular de las proteinas de MAP fueron analizados por el
software de localizacion subcelular pSORT (PSORT: http://www.psort.org/psortb/) (Yu N et
al., 2010). La prediccion de localizacion de todas las proteinas fue reportada como

proteinas de membrana (Tabla V).
7.1.2 Alineamiento de las secuencias candidatas

Los analisis de homologia con micobacterias patdgenas mostraron porcentajes de identidad
del 45-100 % y coberturas con un rango de 2-100 % (Tabla VI). La mayoria de las
proteinas seleccionadas presentaron homologia con M. avium subps. avium ATCC25291 y
una menor similitud con M. avium subps. hominissuis 104, en la cual MAP2414c no

present6 similitud alguna.
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7.1.3 Prediccion de péptidos de uniéon al CMH 1y II

Con el fin de caracterizar la afinidad y traslape de epitopos a alelos CMH I y CMH II de
ratones, se utilizaron servidores NetMHC y NetMHCII (Tabla VII). Cada proteina se
predice que posee un gran numero de epitopos con afinidad débil y un nimero
relativamente bajo de epitopos de afinidad fuerte para cualquiera de los CMH. En el caso
de CMH 1, se estim6 que las proteinas poseian epitopos con afinidad fuerte y débil. La
media del nimero de epitopos con afinidad fuerte fue de 6.3 (rango = 3-11) mientras que
para los epitopos débiles fue de 22.8 (rango = 14-32). Por otra parte, la media de epitopos
con una afinidad fuerte y débil fue de 7.5 (rango = 0-14) y 117.2 (rango = 49-203),

respectivamente.

MAP2414c, MAP2327, MAP0434, MAP2100 y MAP2499 fueron las proteinas que tuvieron
el mayor niumero de epitopos de afinidad fuerte al CMH I, mientras que MAP2100,
MAP2414c, MAPO189 y MAPO164 fueron las proteinas con el mayor nimero de epitopos
con afinidad fuerte al CMH II.

Tabla VII. Numero de epitopos de células T (CMH I y CMH II) estimados por NetMHC y
NetMHCIL

Afinidad por CMH 1 Afinidad por CMH I Afinidad por CMH II
(cT) (H-2) (cT) (BoLA) (Th) (H-2)
Proteina Fuerte Débil Fuerte Débil Fuerte Débil

MAP0065 6 29 0 25 4 138
MAPO164 6 14 2 6 10 118
MAPO189 4 20 2 12 12 80
MAPO0215 4 21 3 27 5 125
MAPO434 7 21 4 12 4 49
MAP0901 3 14 2 11 7 118
MAP2100 7 32 6 17 14 203
MAP2327 8 26 4 25 0 94
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|MAP2414c 11 30 6 29 13 111

MAP2499 7 21 3 21 6 136
Ag85b 7 6 10 15 8 60
ESAT-6 2 6 3 4 4 20

7.1.4 Prediccion de epitopos de células B y Linfocitos T citotoxicos.

Todas las proteinas analizadas tuvieron epitopos de union predichos a células B (media =
18.2; rango = 8-25) y a células T citotdxicas (media = 26.2; rango = 4-43) utilizando los
servidores ABCpred y NetCTLpanl.1., respectivamente (Tabla VIII, »= 0,911, p <0,001).
Soélo dos proteinas (MAP0065 y MAP2414c) presentaron un nimero mayor de epitopos B
que epitopos cT.

Tabla VIII. Numero de epitopos de células B usando el servidor ABCpred y niimero de
epitopos de células T citotoxicas usando el servidor NetCTLpan 1.1

Epitopos de  Epitopos de

Proteina células B célulascT®
MAP0065 21 )
MAP0164 11 23
MAP0189 16 18
MAP0215 25 32
MAP0434 8 20
MAP0901 22 28
MAP2100 20 33
MAP2327 13 3
Pl 7 31
MAP2499 14 30

Ag85b 10 P

ESAT-6 3 ‘
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3Se establecio un valor de corte de 0.7.

bSe utilizaron los parametros recomendados por el programa.

Las proteinas subrayadas poseen mayor nimero de epitopos de células B que epitopos de células cT.

7.1.5 Prediccion de la respuesta inmune

Se identificaron 10 proteinas como potenciales candidatos para la evaluacion de

inmunogenicidad (Tabla IX). Cinco proteinas (MAP0164, MAP0189, MAP0434, MAP2327

y MAP2499) se identificaron por tener epitopos que podrian ser candidatos potenciales para

inducir respuestas de tipo celular, mientras que MAP0215 y MAP0901 fueron identificadas

como proteinas candidatas para inducir una respuesta mediada por anticuerpos. Las 3

proteinas restantes (MAP0065, MAP2100 y MAP2414c) tuvieron un gran numero de

epitopos tanto de células B, células citotoxicas y afinidad por los CMH Iy II que podrian

evaluarse tanto para inducir una respuesta mediada por células y anticuerpos.

Tabla IX. Proteinas candidatas seleccionadas para los estudios de respuesta inmune.

‘ Proteina ‘ Funcion Tipo de Epitopo Tipo de respuesta inmune
MAPOO6S Probable proteina de Células Ty B Medladq por células y
membrana anticuerpos
MAP0l64 ~ Probableproteinade Células Ty CMH IT Mediada por células
membrana
MAPO189 Probable proteina de CMH II Mediada por células
membrana
MAPO0215 Proteme} de membrana Células B Mediada por anticuerpos
integral
MAPO434 Posible proteina de CMH I Mediada por células
membrana
MAP0901 Posible proteina de Células B Mediada por anticuerpos
membrana
MAP2100 Transportador ABC Células T, B, CMH Ty M 1 Mediada por células y
anticuerpos
MAP2327 Posible proteina de Células Ty CMH 1 Mediada por células
membrana
MAP2414¢c  Proteina de tolerancia a Células T, B, CMH 1y CMH II Mediada por células y
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metales pesados anticuerpos

MAP2499 Transportador ABC CMH I Mediada por células

Ag85b Micosil transferasa Células T citotdxicas Mediada por células

ESAT-6 Proteina hipotética

CMH II, células T y células T
citotoxicas

*Las letras en negritas indican a las proteinas con epitopos sobrelapados al CMH I and CMH 1I.

7.2 Analisis Fisicoquimico

7.2.1 Punto isoeléctrico, Hidrofobicidad y estructura secundaria

El analisis del punto isoeléctrico (pl) mostrd a ocho proteinas con caracteristicas alcalinas
(MAP0O065, MAPO0I164, MAP0189, MAP0215, MAP0434, MAP2100, MAP2327 vy
MAP2499) y a dos proteinas con caracteristicas acidas (MAP0901 y MAP2414c) (Tabla 7).
El promedio general del pl fue 8.54 (rango = 4.85 a 10.83), mientras que para los alcalinos

y acidos fue de 9.23 (rango = 7.34-10.) y 5.77 (4.85-6.7), respectivamente.

La estructura secundaria estimada con los programas SCRATCH y PHYRE 2.0 revel6 un
promedio general de 19.1 (rango = 6-28) y 18.2 (rango = 9-32) de alfa hélices,
respectivamente (Tabla X). Las ld&minas beta estimadas fueron en promedio 15.7 (rango =
7-28) y 6.1 (rango = 0-18) con SCRATCH y PHYRE 2.0, respectivamente.

SCRATCH estim6 que MAP2414c y MAP0189 tenian el mayor (n = 28) y el menor (n = 6)
numero de hélices alfa, respectivamente; en cambio PHYRE 2.0 determiné que MAP2414c
tuvo el numero mayor (n = 32) y MAP0I89 el numero menor (n = 9) de hélices alfa.
SCRATCH estim6 que MAP2414c y MAP0189 tenian el nimero mayor (n = 28) y menor (n
= 7) de laminas beta, respectivamente. MAP2414c (n = 18) tuvo el mayor numero de
acuerdo con PHYRE 2.0, sin embargo, este programa no fue capaz de determinar laminas

beta para MAP0065 y MAP0434.
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Tabla X. Andlisis de punto isoeléctrico y de estructura celular usando la herramienta
Compute pI/Mw del servidor ExPASy server y SCRATCH/Phyre 2.0.

Numero de estructuras

SCRATCH PHYRE 2.0
Punto Alfa Beta Alfa Beta

Proteina isoeléctrico Hélice Lamina Hélice Lamina
MAPO0065 9.86 23 13 15 0
MAPOI164 7.96 16 14 17 4
MAPO189 10.83 6 7 9 2
MAPO215 9.74 24 25 21 4
MAP0434 8.76 17 11 12 0
MAP0901 4.85 15 13 14 4
MAP2100 10.59 21 15 18 11
MAP2327 7.34 22 18 25 9
MAP2414c 6.70 28 28 32 18
MAP2499 8.80 19 13 19 9

Ag85b 5.33 12 11 12 9

ESAT-6 4.39 3 1 2 0
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7.3 Evaluacion de la transformacion genética del cloroplasto de Chlamydomonas

reinhardtii.

7.3.1 Amplificacion de los genes candidatos

Se logrd la amplificacién de productos con tamafios aproximados de 1530 pb, 1005pb y
1761pb correspondientes a los carriles 2, 3 y 6 de los genes MAP0164, MAP0I89 y
MAP2100 candidatos a evaluarse. No se logro la amplificacion de los genes MAP006S,
MAPO215 y MAP0901 que corresponden a los carriles 1, 4 y 5 por no utilizar las
temperaturas Optimas de alineamiento, mientras que los carriles 7 y 8 correspondientes a
los genes MAP2327 y MAP3101, respectivamente y presentaron multiples amplicones
(Figura 3).

1000 bp -te

Figura 3 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la amplificacion de los genes candidatos. M.- Marcador de
peso molecular 1 Kb plus. 1.- MAP0065. 2.- MAP0164 (~1530 bp) 3.- MAP0189 (~1005 bp) 4.- MAP0215 5.-
MAP0901 6.- MAP2100 (~1761 bp) 7.- MAP2327 8.- MAP310 (Control Positivo) 9.- Control Negativo

Como parte de la estrategia para clonar los genes en un vector de expresion de cloroplastos,
se disefiaron los iniciadores RSS1-RSS2 que contienen el sitio de corte Nde I y la secuencia
codificante 3x FLAG en el extremo 5’ para amplificar el gen MAP0164 con el fin de
introducir sitios de corte, unir con el promotor psbA y el terminador rbcL en el vector
pKM3 (Figura 16) y facilite la deteccion de la proteina una vez que la haya traducido C.

reinhardtii.
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Igualmente se disefiaron los iniciadores RSS3-RSS4, RSS5-RSS6, RSS7-RSS8 y RSS9-
RSS10 que contienen los sitios de corte Nde 'y Sph I ademas de la secuencia codificante
3x FLAG en el extremo 5’ para la amplificacion de los genes MAP0I189, MAP1609
(Ag85b), MAP2100 y mTagpBFP respectivamente. En el caso de los genes MAP0I164 y
MAPO189 les fue sustituido el primer nucledtido del codon de inicio de una Guanina a una
Adenina debido al uso preferente de codones de C. reinhardtii. Los cuales aparecen en la

Tabla II.

mTagBFP fue incluida en el estudio para utilizarla como un control de cuantificacion de
proteinas en estudios posteriores. Este gen que codifica para la proteina azul fluorescente se

obtuvo del registro de partes bioldgicas estandar de IGEM.

Posteriormente, se realizo la amplificacion de los genes MAPO164, MAP0189, MAP2100 y
mTagBFP con los iniciadores que contienen la etiqueta 3x FLAG y los sitios de corte Nde [

y Sph 1.

Las temperaturas de alineamiento en el PCR para la amplificacion de los genes fueron de
64°C para MAP0164 y MAP0189 mientras que para mIagBFP y MAP2100 fueron de 66°C
(Figura 4). Por otro lado, no se llevd a cabo la amplificacion de Ag85h debido a que el

ADN de MAP se encontraba degradado.
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Figura 4 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la
amplificacion de los genes candidatos con los sitios de corte Nde
I, Sph Iy el 3x FLAG. M.- Marcador de peso molecular 1 Kb
DNA Ladder plus. 1.- MAP0164 (~1608 bp) 2.- MAP2100
(~1849 bp) 3.- mTagBFP (~793 bp) 4.- Marcador de Peso
Molecular 1kb DNA Ladder 5.- MAP0189 (~1100 bp).

7.3.2 Subclonacion de los genes candidatos al vector pBlueScript II SK (+)

Se llevo a cabo la reaccion de ligacion de los genes en el plasmido pBlueScript II SK (+)
(Figura 15) para obtener un nimero mayor de copias. Se utiliz6 la T4 ADN ligasa siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Se incubaron a 4°C toda la noche y posteriormente se utilizaron 3 pL de la reaccion de
ligacion para la transformacion de células competentes TOP 10. Una vez seleccionadas las
colonias en medio LB con resistencia a ampicilina, se incubaron toda la noche en 5 mL de
medio LB con 50 mg/uL de ampicilina. Se realizd la extraccion del ADN plasmidico
mediante el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System y se llevo a cabo la

reaccion de digestion para liberar los productos.

Para el caso del gen MAP0164, se procedi6 primero a la digestion del plasmido pBlueScript
IT SK (+) con la enzima EcoR V, enseguida, se corrid en un gel de agarosa al 1%, se

purificé mediante columna, se eluy6 en 20 pL y se realiz6 la reaccion de ligacion.
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Se transform6 con células calcio-competentes al igual que el resto de los genes y se
seleccionaron las colonias que contenian el inserto. Para esto, se extrajo el ADN plasmidico

y se realizaron reacciones de digestion para los cuatro genes (Figura 5).

M ] 2 3 4 5
—
3000 bp By Sl O
2000 bp - -
- -
1000bp M T -

750 bp

Figura 5 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la
digestion enzimatica de los genes clonados en el vector
pBlueScript II SK (+). M.-1 Kb DNA Ladder. 1.-mTagBFP
(790 bp). 2.-MAP0164 (1608 bp). 3.-MAP0O189 (1095 bp).
4.-MAP2100 (1851 bp). 5.-pBlueScript I SK +

7.3.3 Subclonacion al vector pKM3

Una vez digeridos los cuatro genes de pBlueScript II SK (+), se purificaron, se digirieron y
se ligaron al vector pKM3 por separado utilizando las enzimas Nde [ y Sph I para
mTagBFP, MAP0I189 y MAP2100 y Nde I para MAP(164. Para los primeros tres genes se
llevo a cabo la ligacion de la misma manera que con pBlueScript II SK (+) a pKM3.
MAPO164 a diferencia de los otros genes se ligd a un pkM3 que fue desfosforilado con una

temperatura de 30 min a 37°C y la inactivacion de la fosfatasa fue de 20 min a 65°C.

Ya ensamblados en el vector pKM3, los genes que no contienen sitio de corte para BamH [
pueden ser directamente transferidos a un vector p320 (Figura 17) con gen de seleccion en

Pac I utilizando los iniciadores JAB476 y JAB477.
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Los que si tienen BamH I pueden ser transferidos al sitio Spe [ utilizando los iniciadores

JAB354 y JAB355.

Se confirm6 la introduccion de los genes candidatos al vector pkM3 mediante digestion

enzimatica en las cuales se obtuvieron los tamafos esperados (Figura 6).

4 9

Figura 6 Digestion enzimatica de los genes clonados en el vector
pKM3. M.-1 Kb DNA Ladder. 1.-mTagBFP (790 bp). 2.-
MAPO0164 (1608 bp). 3.-MAP0O189 (1095 bp). 4.-MAP2100 (1851
bp). 5.-pKM3 (3861 bp).

7.3.4 Construccion del vector de recombinacion homologa p320.

Se llevo a cabo la amplificacion de los genes MAP2100 y mTagBFP con los iniciadores
JAB476 y JAB477 que amplifican el promotor psbA4 y el terminador rbcL, estos contienen
un sitio Pac I. Posteriormente fueron clonados en el vector pBlueScript II SK (+) para
obtener un mayor niumero de copias y se realizd una reaccion de restriccion con la enzima

Pac I, al igual que con el vector p320 (Figura 7).

Para la introduccion del gen MAP0189 con el promotor psbA y el terminador rbcL se llevo
a cabo la restriccion del vector MAP0189-pkM3 con la enzima BamH I. Enseguida se
liber6 el gen aphA-6 del vector p320 con la enzima BamH Iy asi poder ligar el inserto
MAPO0189-pkM3 al vector p320 a través del sitio BamH I (Figura 7).
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Figura 7 Purificacion de genes y vectores para el ensamblaje al vector p320. M.-1
Kb DNA Ladder. 1.- psbA-BFP-rbcL (1528 bp). 2 'y 6.- p320 (9959 bp). 3.- psbA-
0189-rbeL (1845 bp). 4.- psbA-2100-rbcL (2584 bp).

Se confirmaron por restriccién y secuenciacion la introduccion de los genes MAP2100 y

MAPOI189 en la orientacion y marcos de lectura correctos al vector de expresion p320.

7.4 Transformacion del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii

Para la transformacion de las cepas de C. reinhardtii se hicieron cultivos liquidos bajo las
condiciones ya mencionadas con el fin de alcanzar la densidad celular 6ptima para la
transformacion (Shengwu, 2008). Al término del periodo de incubacion del cultivo, las
células se prepararon para el bombardeo mediante una centrifugacion y una sustitucion de
medio TAP a un menor volumen. Luego, las células se sembraron en forma de gota con un
volumen de 200 pL en cajas Petri con medio TAP y la concentracion correspondiente del
antibiotico Kanamicina para las cepas que fueran transformadas con el vector 2100-p320 y
Espectinomicina para las cepas que fueran transformadas con los vectores 0189-p320 y
p228. Para todos los eventos de bombardeo se utilizaron los controles positivos y negativos

y se resumen en la Tabla XI obteniendo posibles colonias transformadas.
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Tabla XI. Eventos de transformacion de Chlamydomonas reinhardtii.

Vector 2100-p320

Vector 0189-p320 y p228

Fecha del | Nimero de | Numero de | Fecha del | Numero de | Nimero de
evento placas colonias evento placas colonias
bombardeadas | resistentes* bombardeadas | resistentes*
12 Marzo 12 0 31 Marzo 8 0
2015 2015
16 Abril 4 2 02 Abril 8 3
2015 2015
18 Marzo 5 7 27 Abril 3 0
2015 2015
27 Abril 3 14
2015

*El nimero de colonias resistentes, se refiere a aquellas colonias que prevalecieron en

medio de seleccion al menos 45 dias después de los eventos de bombardeo.

En la Figura 8 se ejemplifica el seguimiento que se le dio a las cepas posiblemente

transformadas con cada uno de los vectores de transformacion de cloroplasto.
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Figura 8 Progreso de las cepas posiblemente transformadas de C. reinhardtii. A) Control de crecimiento de C.
reinhardtii sobre medio TAP sin antibidtico. B) Control negativo de C. reinhardtii sobre medio TAP con
Kanamicina. C) Resultado de la transformacion con el vector 2100-p320. D) Cepas posiblemente
transformadas con el vector 2100-p320 en su primer recambio en medio TAP con Kanamicina. E) Resultado
de la transformacion con los vectores 0189-p320 y p228.

7.5 Confirmacion por PCR de las cepas transformadas de C. reinhardtii.

Considerando que las colonias de C. reinhardtii presentaron resistencia al antibiotico de
seleccion, estan transformadas, se analizaron tres colonias al azar con el vector 2100-p320
y fueron sometidas a extraccion de ADN por medio de Chelex al 5% y se utilizaron 2 pL

como templado para la amplificacion por PCR.

La amplificacion del gen aphA-6 y el fragmento psbA-2100-rbcL resultaron en fragmentos
de aproximadamente 250 bp y 2500 bp respectivamente, fueron obtenidos del ADN de las
colonias que fueron transformadas y cultivadas en medio que contiene el antibidtico
Kanamicina (Figuras 9 y 10, carriles 1-3). Por otro lado, no se obtuvo amplificacion del

ADN de células no transformadas (Figuras 9 y 10, carriles WT y control negativo).
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250 bp

Figura 9 Amplificacion por PCR del gen aphA-6 de colonias
transformadas de C. reinhardtii. M.- 1 Kb DNA Ladder. C-. Control
negativo (Reaccion de PCR sin ADN). C+. Control Positivo
(Reaccion de PCR con un plasmido que posee el gen aphAd-6. WT.
C. reinhardtii sin transformar. 1-3. Cepas de C. reinhardtii
transformadas.

Figura 10 Amplificacion por PCR del fragmento psbA-2100-rbcL
de colonias transformadas de C. reinhardtii. M.- 1 Kb DNA
Ladder. C-. Control negativo (Reaccion de PCR sin ADN). C+.
Control Positivo (Reacciéon de PCR con un plasmido que posee el
gen aphA-6. WT. C. reinhardtii sin transformar. 1-3. Cepas de C.
reinhardtii transformadas.
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7.6 Electroforesis de proteinas en geles de acrilamida (SDS-PAGE)

La expresion de las proteinas recombinantes MAP0189 y MAP2100 se llevaron a cabo
utilizando la cepa de E. coli BL21 Star, como controles positivos de los vectores de

expresion., gracias a su facil y rapido crecimiento en cultivo liquido.

En la Figura 11 se muestra un gel de acrilamida al 12% donde se puede apreciar una sobre
expresion de las proteinas recombinantes de entre 36 kDa y 75 kDa. Asimismo, se realiz6 la
extraccion de proteinas de C. reinhardtii que contenia el vector 2100-p320 tal y como lo

muestra la Figura 12.

M 1 3
97.4 kDa T : !
66 kDa '
45 kDa
-
31.4 kDa
Sr— -

2
<=
21.5kDa .
14.4 kDa #ES L . b

Figura 11 Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% para la
deteccion de las proteinas recombinantes MAP0189 y MAP2100. M.-
SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range (BioRad). 1 y 2.-
Extraccion de las proteinas MAPO189 y MAP2100 de E. coli
transformadas con el vector pPKM3 (20 pg). 3.- Control Negativo (20 pg).
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Figura 12 Electroforesis en gel de poliacrilamida al
12% para la deteccion de las proteinas recombinantes
MAP2100. M.- SDS-PAGE Molecular Weight
Standards, Low Range (BioRad). C+.- Cepa de E. coli
sobre expresando el gen MAP2100. WT.- Cepa de C.
reinhardtii sin transformar. 1.- Cepa transformada con
el vector 2100-p320.

7.7 Western blot

Se lograron detectar las proteinas recombinantes MAP0189 y MAP2100 sobre expresadas
en las cepas de E. coli BL21 star, utilizando los anticuerpos Anti-DDDDK. En la Figura 13
se muestra la membrana de PVDF utilizada para la deteccion de las proteinas MAP0189 y
MAP2100 utilizando el anticuerpo monoclonal Anti-DDDDK. Conjuntamente, se realizd
un Western blot para la deteccion de la proteina MAP2100 en C. reinhardtii, cepa que habia
sido demostrada que contenia el vector 2100-p320. Se obtuvieron resultados negativos ya
que en la Figura 14 se muestran solo la deteccion de las proteinas MAP0189 y MAP2100

en las cepas de E. coli con el vector de expresion de estas proteinas.
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Figura 13 Membrana de PVDF usada para la deteccion de las
proteinas recombinantes expresadas en E. coli MAPOI89 y
MAP2100 con el anticuerpo Anti-DDDDK. M.- Precision Plus
Protein WesternC Standards (BioRad). 1 y 2.- Proteinas
recombinantes MAP0189 y MAP2100. 3.- Control Negativo

Figura 14 Membrana de PVDF usada para la deteccion de la
proteina recombinante MAP2100 con el anticuerpo Anti-
DDDDK. M.- Precision Plus Protein WesternC Standards
(BioRad). C+.- Cepa de E. coli sobre expresando el gen
MAP2100. WT.- Cepa de C. reinhardtii sin transformar. 1.-
Cepa transformada con el vector 2100-p320.
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VIII. DISCUSION
8.1 Union y promiscuidad al CMH

Las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) son glicoproteinas de
superficie de las células presentadoras de antigenos (CPA) que se unen a pequefios
fragmentos de péptidos y que son presentados a los linfocitos T, provocando el inicio de
una respuesta inmune adaptativa (Parham, 2005). La importancia de esta interaccion ha
dado paso al incremento de numerosas herramientas bioinformaticas que predicen la unién
de péptidos a las moléculas del CMH para el desarrollo de vacunas basadas en péptidos
para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Jones et al., 2011; Sundaramurthi et al.,
2012; Gurung et al., 2012). La mayoria de los algoritmos de prediccion utilizan enfoques
bioinformaticos y estadisticos basados en los datos de afinidad experimental para
identificar las uniones al CMH. Sin embargo, la precision de algunas de estas herramientas
bioinformaticas ha sido reportada muy variable (Jones et al., 2011). ProPed es una
herramienta web gréafica para la prediccion de regiones de union al CHM II en secuencias
de proteinas antigénicas (Singh y Ragava, 2001) y su servidor es una herramienta til para
la localizacion de regiones promiscuas que se unen a varios alelos HLA-DR (Wang et al.,
2009). Vordermeier et al. (2003) y Wang et al. (2009) demostraron la identificacion de
epitopos con afinidad de uniéon al CMH II mediante el servidor ProPed al ser reconocidos

por células T de bovinos.

La seleccion de epitopos con una afinidad mayor al 50% de los alelos del CMH se
consideran como epitopos promiscuos, ya que cubren gran parte de la poblacion de alelos
reportados (Mustafa y Shaban, 2006; Zhao ef al., 2011; Sundaramurthi et al., 2012). En este
estudio, se analizaron 100 secuencias nombradas como Otras proteinas de membrana de
MAP de acuerdo con la clasificacion reportada por Li ef al. (2005), de las cuales la proteina
MAPO164 destaca porque su secuencia VVILGAIAI tuvo una promiscuidad de hasta el
96.97% de unién al CMH. Estas secuencias son clave para ofrecer inmunidad protectora
contra los agentes patogenos en distintas poblaciones (Wang et al., 2010; Seghrouchni et

al., 2009).
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Bonecchi et al. (1998) indican la importancia de la identificacion de epitopos de células T
universales, con perfiles promiscuos de interaccion con las moléculas del CMH de clase 11,
aumenta la posibilidad de desarrollar vacunas de sub unidades que podrian provocar

respuestas inmunes en la poblaciones heterogéneas.

8.2 Localizacion subcelular

Existen algunos servidores como PSort capaces de predecir con mayor exactitud la
localizacion de organismos tanto eucariotas como procariotas (Flower et al., 2013). La
localizacién subcelular de proteinas ha sido un criterio importante en el desarrollo de
vacunas de sub unidades, tal como lo fue para el desarrollo de la vacuna contra la
meningitis MenB (Pizza et al., 2000). Los patdgenos intracelulares como las micobacterias
son resistentes a la destruccion por macrofagos y se multiplican dentro de estos fagocitos
utilizando técnicas como la inhibicion de la acidificacion del fagosoma, la inhibicion de la
fusion del fagosoma-lisosoma y la utilizacion de componentes de la pared celular que
pueden estar involucrados en estos procesos. Por lo tanto, las proteinas de superficie de
membrana y las proteinas secretadas son de interés por su potencial como candidatos de
vacunas o como blancos de diagnodstico (Rodriguez-Oretga et al., 2006). En este estudio,
las 100 proteinas sometidas al analisis de prediccion de localizacién subcelular fueron

encontradas en Membrana, al igual que lo reporta Li et al., 2005.
8.3 Homologia con el huésped

La similitud genética de MAP con otras micobacterias es una limitante en el desarrollo de
pruebas de diagnostico especifico para la deteccion tanto de tuberculosis como
paratuberculosis, ya que algunos de estos péptidos utilizados causan reacciones cruzadas
que interfieren en un diagnostico correcto (Bannantine ef al., 2002; Barry et al., 2011). La
exclusion de proteinas homologas entre micobacterias incrementa la posibilidad de
encontrar antigenos especificos para el desarrollo de vacunas contra MAP. La proteina
MAP2100 comparte la menor identidad con otras micobacterias dentro de este analisis de
homologia, sin embargo, solo existen dos proteinas Uinicas de MAP reportadas por Li et al.

(2005).
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8.4 Prediccion de la respuesta inmune

La presencia de patogenos estimula el sistema inmune del hospedero, y en el caso de MAP
se evoca una respuesta especifica contra los macrofagos infectados con este patdogeno
intraceluar (Stabel, 2006; Robinson et al., 2008). Esta incluye el rapido desarrollo de
células T, principales efectores de la inmunidad mediada por células que son activadas por
proteinas de superficie celular conocidas como CMH. En el 2002, Mutwiri et al. (2002)
demostraron en ratones BALB/c que la proteccion en contra de MAP es dependiente de la
inmunidad mediada por células al reconstituir las células de bazo de ratones

inmunocomprometidos por la infeccion con MAP.

Las células T activadas producen IL-2, la cual ayuda a la expansion clonal de células
cooperadoras T especificas CD4+ (mediada por el CMH II) y células citotoxicas CD8+
(mediada por el CMH I). Tras la activacion, las células CD4+ se pueden diferenciar en
subpoblaciones Thl o Th2 basadas en la naturaleza del antigeno presentado (Coussens et
al., 2010). En nuestro estudio se caracterizo la afinidad y el traslape de epitopos a alelos del
CMH 1 y II, de las cuales, las proteinas MAP0164, MAP0189, MAP0434, MAP2327 y
MAP2499 se identificaron por tener epitopos que podrian ser candidatos potenciales para
inducir respuestas de tipo celular; mientras que MAP0215 y MAP0901 fueron identificadas
como proteinas candidatas para inducir una respuesta mediada por anticuerpos. Las 3
proteinas restantes (MAP0065, MAP2100 y MAP2414c) tuvieron un gran numero de
epitopos tanto de células B, células citotoxicas y afinidad por los CMH 1y II que podrian
evaluarse tanto para inducir una respuesta mediada por células como de anticuerpos.
Gurung et al., (2012) encontraron resultados similares y asociaron la transposicion predicha
de péptidos/epitopos con una posible activacion de una respuesta tanto de células Th CD4+
como de Tc CD8+ durante la infeccién por MAP, lo que sugiere una posible presentacion
cruzada de epitopos. Por lo tanto, las proteinas seleccionadas con la transposicion de CMH

[ y II tienen un considerable potencial para ser evaluadas como vacuna de sub unidades.
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8.5 Potencial de proteinas de membrana como vacunas de sub unidades

Es bien conocido que los factores de virulencia solos o en combinacién con otros
componentes bacterianos son constituyentes de muchas de las formulaciones de vacunas
actuales. Por esta razon, la busqueda de factores de virulencia asociados a patdgenos
bacterianos es considerado un paso importante en el descubrimiento de vacunas. Las
proteinas de secrecion y las proteinas expuestas en la superficie de membrana externa de
los patogenos son a menudo toxinas o factores de virulencia que pudieran despertar una

respuesta inmune (Yongqun, 2013).

De acuerdo a los resultados de localizacion sub celular con el servidor Psort, las proteinas
analizadas en este estudio se encuentran en la Membrana y tienen multiples regiones
transmembranales de acuerdo a la Tabla X. A pesar de que las proteinas con regiones
transmembranales no son los candidatos ideales, existen reportes en los cuales la proteina
MAP4336, una proteina de membrana integral de la familia de proteinas MVIN, a pesar de
que no esta caracterizada bioquimicamente, posee factores de virulencia en otras bacterias y
por lo tanto son importantes en la patogénesis bacteriana (Carsiotis et al., 1989; Rudnick et

al., 2001).

Las proteinas MAP0189 y MAP2100 no estan caracterizadas bioquimicamente. Sin
embargo, la funcion predicha para MAPO0189 de acuerdo al analisis de identidad con otras
micobacterias es de Probable Proteina de Membrana, y los dominios con los que cuenta
dentro de su secuencia de aminoacidos no son del todo conocidos. Por otro lado, MAP2100
tiene una funcion predicha de Transportador ABC, los cuales son esenciales en la viabilidad
de la célula y la patogenicidad (Davidson et al., 2008). Ademas, los datos presentados en
este trabajo muestran una mayor promiscuidad a los MHC I y MHC II comparados con las
proteinas del complejo Ag85b, las cuales han sido probadas en multiples estudios y
demuestran que pueden provocar una respuesta por parte del hospedero, asimismo de

encontrarse en fase clinica (Bocanegra-Garcia et al., 2011).
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8.6 Transformacion del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii.

Las microalgas tienen un potencial importante para la produccion de moléculas de interés,
tales como biocombustibles, enzimas industriales, proteinas terapéuticas y antigenos
vacunales, debido a su habilidad para producir biomasa a gran escala en poco tiempo
(Rasala & Mayfield., 2014). Se han logrado rendimientos de 100 pg de proteina purificada
por 1 g de biomasa de alga seca (Tran et al, 2009), pero la mayoria de las proteinas
recombinantes producidas en C. reinhardtii se acumulan entre el 1 al 0.2% de la PTS
(Surzycki et al., 2009). Por lo que los niveles de acumulacion de proteinas recombinantes
en algas aun estan por debajo de las alcanzadas por otros sistemas de produccion (Surzycki

et al., 2009.

En el presente trabajo, se construyeron los vectores de expresion de los genes de MAP
(MAPO189 y MAP2100) con el fin de expresar las proteinas recombinantes en el
cloroplasto de C. reinhardtii. A la fecha, no hay registro de la expresion de genes del
complejo Mycobacterium en el cloroplasto de C. reinhardtii, 1o cual representa una ventaja
para la propuesta de produccion de antigenos contra MAP en este modelo. Se obtuvieron
varias lineas con los vectores de expresion de estos genes ya que la transformacion del
cloroplasto ocurre por recombinacion homologa, insertandolos de manera permanente en el

cloroplasto de C. reinhardtii.

La expresion genética del cloroplasto es un proceso complejo que puede estar influenciado
por la transcripcion, procesamiento de mRNAs, splicing de mRNA, estabilidad del mRNA,
y la iniciacion de la traduccion (Del Campo, 2009). Ademas de que los niveles de expresion
son altamente variables en el genoma de cloroplasto de C. reinhardtii para cada proteina

recombinante (Rasala y Mayfield, 2014).

Gimpel y Mayfield en 2013 demostraron que la mejor manera de lograr una expresion
segura de los transgenes en los cloroplastos de las algas es el uso de regiones regulatorias
enddgenas. Dentro de las regiones regulatorias 5’ de pshA conservadas de diferentes
especies de algas y plantas identificaron las potenciales cajas -10 y -35 dentro de los

promotores del gen psbA. Dado que los plastidos poseen una maquinaria de traduccion tipo
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procariota (Surzycki et al., 2009), los elementos de expresion residen tipicamente
inmediatamente rio arriba y rio debajo de la region codificante y comprenden al promotor,
la regién no traducida 5’ (5 UTR) y la region no traducida 3° (3> UTR). El promotor
determina la tasa de transcripcion, el 5> UTR se encarga de las sefiales de inicio de la
traduccion (y por lo tanto determina la tasa de traduccion del mRNA), y el 3> UTR es
responsable para determinar la estabilidad del mRNA. A la fecha, el promotor y la region 5’
UTR del gen psbA han mostrado los niveles mas altos de acumulacion de proteina
heter6loga no fusionada (Manuell et al., 2007a; Surzycki et al., 2009; Rasala et al., 2010).
Sin embargo, aunque en este estudio se confirm6 la insercion del gen MAP2100 en el
genoma del cloroplasto de C. reinhardtii, no se logro6 la deteccion de la proteina MAP2100.
Sin embargo, la construccion con el promotor psbA y el terminador rbcL enddgenos de C.
reinhardtii resultd funcional en E. coli ya que el promotor pshA ya habia sido utilizado en
la expresion de genes foraneos en E. coli obteniendo un rendimiento del 18.5 veces mas

que con el promotor T7 en este sistema bacteriano (Brixey y Daniell, 1997).

Existen varias razones por las cuales la proteina MAP2100 no pudo ser detectada. Una de
ellas es que para obtener mejores rendimientos de proteinas recombinantes es necesario
hacer mejoras en la optimizacion de codones (Franklin et al., 2002; Surczyki et al., 2009).
Esta bien establecido que los genomas de diferentes organismos emplean la preferencia de
codones para optimizar y regular la expresion de proteinas (Gustafsson et al., 2004). En
genomas procariotas, tales como los cloroplastos de microalgas, el uso de codones es el
determinante mas importante de la expresion de proteinas ((Lithwick and Margalit, 2003;
Surzycki et al., 2009), y el ajuste de transgenes es necesario para un alto nivel de expresion

(Franklin ef al., 2002; Mayfield et al., 2003; Maytield and Schultz, 2004).

MAP quien forma parte del complejo de Mycobacterium, es un miembro de las bacterias
Gram + con un alto contenido de G+C del 69.30%. Esta riqueza en guaninas y citosinas se
ve reflejada en una preferencia fuerte por el uso de estos nucledtidos hacia el final de los
codones para cada aminoacido. Sin embargo, hay una variacidn significante en el patréon de
uso de codones entre genes, el cual parece estar asociado con los niveles de expresion

(Andersson y Sharp, 1996). Eichler-Stahlberg y colaboradores en 2009 incrementaron los
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niveles de expresion del gen RBCS2 de cloroplasto de C. reinhardtii en recombinantes de
luciferasa y eritropoietina arriba del 400% comparado con los niveles basicos. Otro ejemplo
de ello fueron los altos niveles de expresion conseguidos en el cloroplasto de C. reinhardtii
al optimizar los codones de los genes reporteros GFP y [uxCt (Franklin et al., 2002,
Mayfield and Schultz 2004).

El gen MAP2100 que fue seleccionado en este estudio para insertarse en el genoma del
cloroplasto de C. reinhardtii y que codifica para un transportador ABC tiene un contenido
de G+C del 70.80%. Esto sugiere que los tRNAs del cloroplasto de C. reinhardtii se
encuentran limitados a reconocer los tripletes de codones de MAP, debido a que el

cloroplasto de C. reinhardtii tiene una preferencia por Adeninas y Timinas (Morton, 1996).

Otra posible explicacion por la cual la proteina recombinante no fue detectada es que un
nimero de productos génicos del cloroplasto de C. reinhardtii regulan la traduccion de su
propio mRNA a través de la inhibicion por retroalimentacion (Wostrikoff et al., 2004;
Minai et al., 2006). psbA codifica a la proteina D1 del Centro de Reaccion del Fotosistema
II, una de las proteinas mayormente expresadas en el plastido. La presencia de la proteina
DI sugiere que regula negativamente la expresion de los elementos regulatorios de psbA,
un proceso que se ha referido como un control por epistasia de sintesis (Choquet &
Wolllman, 2002). Rasala y colaboradores en 2011 lograron los niveles mas altos de
acumulacion de proteina heterdloga utilizando la region no traducida 5° (UTR) y el
promotor de psbA en cepas con un fondo genético deficientes de psbA, debido a la auto
atenuacion dependiente de psbA/D1. Para lograr esto, es necesario, reemplazar pshbA por
recombinacion homologa al introducir el nuevo vector, dejando que la cepa de C.
reinhardtii sea incapaz de crecer realizando fotosintesis. Una vez que la cepa produzca la
proteina heter6loga, es necesaria la reintroduccion de la secuencia codificante de psbA4 bajo
el control de un promotor menos robusto como pshD y la region no traducida 5 UTR
(psbD-psbA) para que lleve a niveles reducidos a la proteina D1, pero aun asi permita el
crecimiento fotosintético y la acumulacion de transgenes en altos niveles (Manuell et al.,

2007).
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Por otro lado, Barnes y colaboradores en 2005 observaron grandes diferencias en la
acumulacién de transcritos (3-5 veces mas) para las construcciones con el gen reportero
GFP utilizando distintos 3 UTRs de Chlamydomonas, entre ellos atpA, psbA y rbcL. Sin
embargo, no hay una correlacion estricta entre la acumulacion de mRNA y proteina en los
cloroplastos de C. reinhardtii ((Eberhard et al., 2002; Kato et al., 2006; Rasala et al., 2011).
Esta falta de correlacion entre la transcripcion y la traduccion ha sido explicada por la
prevalencia de mecanismos regulatorios transcripcionales y traduccionales que son
generalmente especificos para cada gen por lo que se desconoce cuales son para el gen

MAP2100.

En el caso de una posible extraccion pobre de proteinas de los cultivos de C. reinhardtii
existen algunos métodos que se pudieran aplicar para superar esto. En C. reinhardtii la
degradacion proteolitica es uno de los factores principales que afectan el rendimiento de
proteinas recombinantes (Surzycki ef al., 2009). Hay diferentes estrategias que se siguen
para evitar este problema. Una de ellas es dirigir la proteina al Reticulo endoplasmico, ya
que ahi hay muy pocas proteasas (Conrad y Fiedler, 1998), la segunda trata sobre la co
expresion de inhibidores de proteasas usando secuencias KDEL o HDEL como se utilizan
en plantas (Van der Vyver ef al, 2003). O bien el uso de inhibidores de proteasas y el

procesamiento de la biomasa a 4°C para la extraccion de las proteinas.

A pesar que se ha demostrado que el promotor psbA y el terminador rbcL. han mostrado
buenos niveles de expresion, no se garantiza que en el cloroplasto de C. reinhardtii tenga
los mismos niveles de acumulaciéon, como ha pasado con otros promotores de genes
endogenos de alta expresion (Wang et. al., 2008). Es necesario comprobar que el mRNA
tiene estabilidad en el cloroplasto y que no exista una autoregulacion de los mRNAs del
gen de interés. Esto es posible generando una cepa deficiente de psbhA la cual permitira la
produccion de proteina recombinante en altas cantidades. Al mismo tiempo, la fusion de
proteinas expresadas pobremente a proteinas expresadas estables ha demostrado un
incremento en la acumulacion en las primeras en sistemas de expresion como el cloroplasto

(Muto et al., 2009).
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IX. CONCLUSIONES

El uso de herramientas inmuno informaticas para la deteccion de genes con potencial para
evaluarse como vacunas contra Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, permiti6 la
seleccion de los genes MAPOI164, MAP0189 y MAP2100. A partir de esta seleccion, se
construyeron los vectores de transformacion para realizar la insercion genética del
cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii con los genes MAP0189 y MAP2100 en el
vector p320. Posteriormente, se logré determinar la presencia del gen de interés MAP2100

en el cloroplasto de C. reinhardtii pero no asi la presencia de la proteina.

X. PERSPECTIVAS

Determinar la presencia del ARN mensajero de los genes seleccionados.

Sintetizar los genes con potencial a evaluarse utilizando la preferencia de codones del

cloroplasto de C. reinhardtii.

Introducir otros elementos de regulacion para su comparacion con los descritos en este
estudio. Esto generaria conocimiento sobre la estandarizacion de otras regiones 5’UTR y/o

3’ UTR en el cloroplasto del C. reinhardtii.
Generar cepas deficientes de psbA

Evaluar otros métodos de extraccion de proteinas utilizando inhibidores de proteasas.
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XII. ANEXOS
11.1 Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados mediante autoclave a 15 1b de presion

durante 20 min.
Medio Middlebrook 7H9.

De acuerdo al volumen de cultivo de la bacteria se adicion6 Medio Middlebrook 7H9
(Becton Dickinson, Franklin Lakes NJ), complementado con 10% de albumina-dextrosa-
catalasa (ADC) enriquecido (Becton Dickinson) y micobactina J (Allied Monitor, Inc.,

Fayette, MO).
Medio Luria-Bertani (LB).

Se empled para el crecimiento de E. coli Topl0F.

Triptona de caseina 10 g/L
Extracto de levadura 5¢/L
NaCl 5¢/L

El pH se ajusté a 7.0 con NaOH 1N. En el caso de requerirse solido se afiadieron 8 g/L de

agar bacterioldgico.
Medio TAP (Tris-Acetato-Fosfato)

Se empled para el crecimiento de C. reinhardtii.

Tris 242 g/
Solucion de Sales 25 mL
Solucién de Fosfatos 374 uL
Elementos traza de Hunter’s I mL
Acido acético glacial 1 mL
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Solucidn de Sales

NH4Cl
MgSO4 7H>0
CaCl, 2H,O

Solucion de Fosfatos
KoHPO4
KH,PO4

Elementos traza de Hunter’s

Componente

EDTA

ZnSO4 TH20

H3;BO3

MnCl; 4H,O

CaCl, 6H,O

CuSO4 5SH20

(NH4) 6M07024 4 H>O
FeSO4 7TH,O

Cantidad

(Gramos)

50

22

11.4
5.06
1.61
1.57
1.10
4.99

15 g/L
4 ¢g/L
2 g/L

28.8 g/L
14.4 g/L

Volumen de Agua
(Mililitros)

250
100
200
50
50
50
50
50
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11.2 Antibioticos

Para evitar la pérdida de plasmidos introducidos en los microorganismos, fue necesario
mantenerlos bajo presion selectiva adicionando en el medio de cultivo los antibidticos
correspondientes a la resistencia del plasmido contenido. Ademas se utilizaron para la
seleccion de células que fueron transformadas. Fueron esterilizados por filtracion con una

membrana de nylon (tamafio de poro 0.2 um) y fueron almacenados a -20°C.

Ampicilina

Para un stock de 100 mg/mL, se disolvieron 100 mg de ampicilina en 1 mL de agua miliQ
Kanamicina

Para un stock de 50 mg/mL, se disolvieron 50 mg de Kanamicina en 1 mL de agua miliQ.

11.3 Mantenimiento y conservacion de cepas

Las cepas de E. coli transformadas con todas las construcciones fueron almacenadas en

glicerol al 40% v/v a una temperatura de -20°C.

C. reinhardtii se mantuvo mediante recambios de medio TAP cada 15 dias.
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11.4 Vectores plasmidicos

e pBluescript I SK (+)

Acc65I (653)

| KpnI (657)

‘ | PspOMI (659)

| | EcoO1091 (660)

[/ apal (663)

AbsI - PaeR7I - PspXI - Tlil - XhoI (668)

/ Sall (674)

Accl (675)

Hincll {676)

"~ _BspDI - Clal (684)

< _HindIII (689)

- EcoRY {697)

— EcoRI (701)

. Pstl (711)

pBluescript IT SK(+) ~ TspMI - Xmal (713)
2961 bp ~_ Smal (715)

_BamHI (719)

~._ Spel (725)

- . Xbal (731)

L5, f Eagl - NotI (738)

\ Btgl (747)

A0\ Alel (749)

|\ \ Sacll (7s0)

|\ BStXI (751)

\ Eco53kI (757)

Sacl (759)

Figura 15 Mapa de restriccion del plasmido comercial pBluescript 1T SK (+).

pBluescript II SK (+) es un vector comercial estandar disefiado para simplificar los
procedimientos de clonacion y secuenciacion de uso comun, tiene un origen de replicacion
de cadena sencilla de ADN, un gen de resistencia a ampicilina para la seleccion por
antibidticos, un sitio multiple de clonacién con los promotores T3 y T7 rodeando esta
region y la region del gen lacZ que provee la complementacion alfa para la seleccion de

colonias blancas/azules.

Este vector fue utilizado para la clonacién de los genes de interés con promotor y

terminador flanqueados por la enzima Pac 1.
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Created with SnapGene™

\ _Spel (633)
\~— BamHI (689)
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3

[

Figura 16 Mapa de restriccion del plasmido pKM3

Vector disefiado a partir del esqueleto del vector comercial pBluescript II SK (+). Contiene

la secuencia del promotor psbA y el terminador rbcL de C. reinhardtii unidos por los sitios
de restriccion de Nde 'y Sph 1.

Este vector fue disefiado por la M. en C. Karla Macedo y se utiliz6 para la insercion de los

promotores y terminadores enddgenos de C. reinhardtii a los genes de interés, flanqueados
por la enzima Pac 1.
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e p320

Created with SnapGene™

M
“\CSYSNA intron 1 CS &
2°

p320-aphA-6
9959 bp

PsbA-exon5

p Pacl (3942)
Spel (4078)
(5682) BamHI BamHI (4115)

Figura 17 Mapa de restriccion del casete de recombinacion homologa p320

El plasmido p320, realizado por el grupo de trabajo del laboratorio de Biotecnologia

Molecular, es una modificacion del plasmido p322, el cual es parte de una libreria

genomica del cloroplasto de C. reinhardtii (Chlamydomonas Center, Duke University,

Durham, NC, USA). Este plasmido cuenta con las secuencias psbA-intron4 y psbA-exon5

que son los sitios de recombinacion que se encuentran en el genoma de cloroplasto de C.

reinhardtii. Ademas contiene los sitios Unicos Spe I 'y Pac I para la insercion de genes. En

el sitio Bam HI se encuentra el gen aphA-6, el cual es utilizado para la seleccion por

resistencia al antibiotico Kanamicina.

Este vector fue utilizado para la insercion de genes en el cloroplasto de C. reinhardtii.
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11.5 Geles de electroforesis de proteinas.

Gel de Resolucion (12%)

Agua 1.4 mL
AX2* 7.5 mL
Solucion de acrilamida 30%** 6.0 mL
PSA 10% 75 uL

TEMED 10 uL

*AX2 (18.17 g Tris base y 4.0 mL de SDS al 10%, Con un pH de 8.8 diluido en 100 mL).

**Solucion de acrilamida 30% (30 g acrilamida y 0.8 g de N’N’-bis-methylene-acrylamide
diluido en 100 mL).

Gel Empacador (5%)

Agua 1.64 mL
BX2* 2.5 mL
Solucion de acrilamida 30% 825 uL
PSA 10% 30 uL
TEMED S5uL

*BX2 (6.06 g Tris base y 4.0 mL de SDS al 10%, Con un pH de 6.8 diluido en 100 mL).

Buffer de extraccion de proteinas

25 mM de Hepes 100 mM de NaCl
5 mM de MgSO4-7H>0 10% Glicerol
*Ajustar pH a 7.5 con KOH y llevar a 200 ml.
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