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Introduccion

1. Las plantas como sistema de expresion

El término molecular farming (MF) se refiere a la utilizacidn de plantas o animales
para fabricar moléculas heterdélogas o fordneas. La palabra farming indica el uso de
cultivos agricolas o animales domésticos como sistema de expresidn, mientras que las
moléculas foraneas son generalmente proteinas con aplicaciones terapéuticas o
industriales. En el caso de moléculas farmacéuticas se suele reemplazar la f de “farming”
por “ph” generando la palabra pharming lo cual hace referencia al termino en inglés
"pharmaceutical" para denominar los productos biolégicos. Al emplearse plantas como
biorreactores se utiliza la denominacién PMP por “Plant Made Pharmaceuticals”,
pudiéndose utilizar la denominacién PMP (Plant Made Proteins) para la produccién de

cualquier proteina (Maksimenko y col 2013).
1.1. Ventajas de las plantas como sistema de expresion

Las plataformas basadas en plantas (PBP) ofrecen ventajas sobre las tecnologias
gue emplean bacterias, levaduras o células de mamifero como biorreactores. En esta
seccidn se describiran las principales caracteristicas que vuelven a las plantas un sistema

prometedor para la produccién de moléculas heterdlogas.

1.1.1 Versatilidad y simplicidad de transformacién

Una de las grandes ventajas que ofrecen los organismos vegetales para la
expresiéon de una proteina heterdloga es la gran variabilidad de posibilidades de
transformacion, expresidn y produccidn. Los avances en las tecnologias de ingenieria
molecular de plantas han permitido que exista una amplia diversidad de plataformas de
produccién en plantas, las cuales pueden ser clasificadas en: (1) sistemas de cultivo in
vitro, los cuales incluyen células en suspension y cultivo de raices; (2) plantas acuaticas,
como musgos y algas; y (3) plantas enteras terrestres, utilizando expresién estable o
transitoria (Xu y col 2016). En el ultimo caso las especies mas utilizadas son aquellas
utilizadas en la industria agricola debido el amplio conocimiento que existe sobre las
mismas y el perfeccionamiento que han alcanzado a lo largo de la historia las técnicas y
herramientas utilizadas para su cultivo.

La utilizacion de plataformas de produccién basadas en plantas ofrece una

amplia variedad de posibilidades, ya que el uso de cultivos celulares en biorreactores
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Introduccion

permite la secrecién de la proteina de interés al medio extracelular, mientras que en
plantas enteras es posible limitar la expresién a determinados drganos o tejidos como
las hojas o la semilla, la eleccién del mismo dependera de cuestiones como las
modificaciones post-traduccionales (PTMs) necesarias para que el producto sea
funcional, la estabilidad de la proteina foranea en ese tejido y los niveles de acumulacidn
deseados (Xu y col 2016, Xu y col 2012).

La expresion en semillas se debe a su naturaleza de 6rgano de almacenamiento
lo que proporciona facilidad de almacenamiento y estabilidad en el tiempo. En este
o6rgano, el producto de interés se encuentra protegido de posibles eventos de
degradacion y a su vez, se obtienen altos rendimientos de produccion (Xu y col 2016).
Las semillas mas utilizadas hasta el momento han sido las de maiz, arroz, cebada y soja
debido a que son especies que generan una gran cantidad de biomasa por unidad de
area sembrada y tienen un alto contenido proteico (Sabalza y col 2013).

La expresion en hojas y raices se utiliza en la produccion de proteinas
heterdlogas, aprovechando la generacién de grandes cantidades de biomasa y la
posibilidad de rizosecrecion, respectivamente (Xu y col 2016). El tabaco es la especie
vegetal mas utilizada para la expresidn de proteinas en hojas debido al alto rendimiento
de biomasa y a que los procedimientos de transformacién y expresion en esta especie
han sido ya bien establecidos. Ademas, el tabaco no es de consumo humano como
comestible por lo que no existe riesgo de perturbar la cadena alimentaria. Sin embargo,
esta especie tiene un alto contenido de alcaloides que pueden resultar téxicos y sus
células producen estructuras de glicosilacion heterogéneas que pueden afectar la
funcionalidad y aplicabilidad de la proteina de interés. Otras especies cuyas hojas son
de uso popular para la expresién de proteinas heterdlogas son la alfalfa, la espinacay la
lechuga (Bhatia y Dahiya, 2015, Xu y col 2012).

El amplio abanico de posibilidades que ofrecen los organismos vegetales como
sistema de expresion desde el punto de vista bioldgico y las ventajas de las diferentes
especies utilizadas, han permitido el desarrollo de diversas técnicas de transformacién
de plantas, que incluyen la transformacion transitoria y la transformacién estable, ya sea
nuclear o plastidica.

En la transformacion estable, el ADN se integra en el genoma de la célulay luego

a partir de las células transformadas se regenera la planta o bien las células

3
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transformadas se multiplican por cultivos in vitro. El gen exdgeno se introduce en el
genoma del nucleo o del cloroplasto de la planta y es transmitido de una generacion a
la otra. La estrategia de transformacion nuclear permite sintetizar las proteinas de
interés en diferentes dérganos y tejidos con un procesamiento tipico de células
eucariotas. El inconveniente es que involucra largos ciclos de produccidén en algunos
cultivos, ademas del riesgo de intercambio genético entre especies nativas o de
alimentacion. A su vez, los periodos de tiempo necesarios para alcanzar la escala
comercial son largos decido a la regulacion que poseen los cultivos transgénicos
(Sparrow y Twyman, 2009). La transformacién de cloroplastos es un sistema prometedor
cuando la proteina de interés no requiere modificaciones post-traduccionales complejas
(Morgenfeld y col 2014, Daniell y col 2005). La transformacion transitoria era usada para
verificar la funcionalidad de una construccién y validar pequefias cantidades de proteina
recombinante. Sin embargo, esta técnica ha sido mejorada y actualmente es facilmente
escalable (Tusé, 2011). En estos sistemas los genes llegan al nucleo, pero no se integran
al genoma, por lo cual se expresan por un tiempo limitado hasta perderse.

Los métodos utilizados para transformar células vegetales son principalmente
dos: biobalistica y transformacion indirecta mediada por Agrobacterium sp. La
biobalistica es utilizada para transformacién estable de monocotiledéneas vy
cloroplastos o para expresién temporal en distintos tejidos. En esta técnica se utilizan
microparticulas de oro o tungsteno, las cuales estan cubiertas con el plasmido que porta
el gen deinterés, que son aceleradas para penetrar la célula utilizando una pistola génica
(Baltes y col 2017). Las células transformadas son seleccionadas empleando un
marcador de seleccidon. Los métodos indirectos hacen uso de la maquinaria de
transferencia de genes que poseen las agrobacterias para introducir el ADN dentro de
la célula vegetal. Agrobacterium sp es un patdgeno facultativo vegetal que induce la
formacién de callos o raices adventicias, dependiendo de si se trata del A. tumefaciens
0 A. rhizogenes, respectivamente y es capaz de transferir material genético dentro de la
célula vegetal (Gelvin, 2003). Este material genético es denominado T-DNA, el cual se
encuentra en un plasmido denominado Ti y es transferido mediante un proceso de
conjugacién, siendo uno de los pocos ejemplos de transferencia horizontal entre
organismos de distintos reinos (Gelvin, 2012, Gelvin, 2010). Cepas atenuadas de esta

bacteria se utilizan como vectores de transformacion de una gran variedad de mono-y
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dicotiledéneas (Lessard y col 2002). Los sistemas de expresion transitoria mas
empleados en plantas también hacen uso de la maquinaria de Agrobacterium sp donde
la bacteria se infiltra directamente en las hojas donde expresardn las proteinas que

luego de unos dias son cosechadas.
1.1.2 Bioseguridad y autenticidad del producto

Las células vegetales carecen de endotoxinas como las encontradas en bacterias
Yy, a su vez, no son huéspedes de patdgenos animales o humanos por lo que la seguridad
del producto es mayor que en los sistemas eucariotas convencionales (Dirisala y col
2016). A si mismo, las diferencias existentes entre los sistemas animales y vegetales,
hace que estos mismos puedan ser utilizados para la produccién de proteinas como
factores de traduccién y hormonas, sin que estas interfieran con el desarrollo del
organismo. Ademas, la sintesis de proteinas es un proceso altamente conservado entre
organismos vegetales y animales, de manera que las células vegetales son capaces de
plegar correctamente las proteinas y de realizar las modificaciones post-traduccionales
de forma similar a las células animales, por lo cual los sistemas de expresidén basados en
plantas son capaces de producir todo tipo de proteinas, desde pequeiios péptidos hasta
moléculas complejas como las inmunoglobulinas IgA secretorias (Ma y col 1995) como
asi también IgM pentaméricas (Loos y col 2014), hemoglobina (Dieryck y col 1997) y
colageno (Stein y col 2009, Shoseyov y col 2014). A pesar que la mayoria de las PTMs
son altamente conservadas entre animales y plantas, existen importantes
modificaciones especificas de plantas las cuales pueden impactar en la funcionalidad del

producto obtenido. Las diferencias en las PTMs seran detalladas mas adelante.

1.1.3 Costos de produccion

En términos econdmicos, los sistemas vegetales han demostrado ser mas
ventajosos por la eficiencia en los costos, la facilidad para el cultivo y el almacenamiento,
asi como el escalado (McNulty y col 2019, Nandi y col 2016, Walwyn y col 2015). La
produccién utilizando plantas transgénicas es facilmente escalable aumentando el area
de cultivo de acuerdo con la demanda del producto, utilizando la infraestructuras de

cosechado, almacenamiento y transporte tradicional (Hood, 2002).
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El potencial econdmico de los PBP ha sido estimado mediante analisis

tecnoecondmico (TEA,

techno-economic analysis) para varias plataformas de

produccién basadas en plantas, e incluso en algunos se han comparado multiples

sistemas.

La tabla 1 muestra una seleccion de TEA de sistemas basados en plantas

realizados recientemente publicados. La comparacion de estos estudios es compleja

debido a diferencias en las plataformas utilizadas, escalas de produccién y la falta de

estandarizacion.

Tabla 1: Andlisis tecnoecondmicos para diferentes sistemas de produccion basados en plantas

Unidad 1 2

Farmacéutico Biocombustible

Butirilcolinesterasa Enzima
celulasa
Nicotiana Nicotiana

benthamiana. benthamiana.

Transitoria, Transgénica,

agroinfiltracion inducible

Kg/ afio 25 3x10°
g/ Kg FW 0,5 4

% 20 -

% >95 =

usbD 92,4 (U/D 3:7) 11,5 (U/D 10:0)
millones
usS/ g 1180(U/D 3:7) 6,9x1073 (U/D

10:0)

Reactivo

HRP

Nicotiana
benthamiana.
Transitoria,
agroinfiltracion
5
0,24
54
250kU/ g

1279 (U/D 2:8)

Farmacéutico

Anticuerpo
monoclonal
Nicotiana
benthamiana.
Transitoria,
agroinfiltracion
300 - 700
1
65
>95
122 -300 (U/D
4:6)
90-121 (U/D
4:6)

Abreviaciones: CAPEX (Capital expenditures), gasto de capital, es el coste de desarrollo o el suministro de
componentes no consumibles para el producto o sistema. COGS (Cost of Goods Sold), costo de bienes vendidos el
cual indica la relacidn entre las ventas y los gastos necesarios de produccién. U/D relacién entre los costos upstream

y downstream. HRP (horseradish perexidase) peroxidasa de rabanito.

En el caso de Tusé y cols (2014) se realizd un analisis comprensivo de enzimas
terapéuticas (butirilcolinesterasa) y no terapéuticas (celulasas) utilizando un sistema de
expresion transitorio en plantas de Nicotiana benthamiana. Los COGS estimados fueron

de USD1185/g y USD6.98/kg para butirilcolinesterasa y celulasa, respectivamente. Este
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estudio indicd que para el caso de produccidn de celulasas, el sistema es competitivo
respecto al sistema de produccién basado en hongos, representando una disminucion
del 85% de la inversidn necesaria y de un 30% del COGS final. Por otro lado, Walwyn y
cols (2015) también describié la produccion de una enzima no terapéutica, la peroxidasa
de rabanito (HRP, Horseradish peroxidase). Este estudio indica que el sistema de
produccién propuesto sélo es competitivo respecto al sistema de cultivo tradicional si la
escala de produccion es superior a 5 kg HRP/afo, indicando que el sistema seria
competitivo a menor capacidad productiva si los niveles de expresién y/o los
rendimientos de purificacidon fueran incrementados.

Nandi y cols (2016) realizaron una de las pocas comparaciones entre células
animales y plantas. En este estudio se estimd un COGS de USD232/g para un anticuerpo
monoclonal producido utilizando el sistema convencional de células de ovario de
hamster chino (CHO, chinese hdmster ovary) en instalaciones de alta capacidad (1000
kg/afio) con un titulo de 1 g/L. En este escenario, el sistema basado en plantas con una
capacidad inferior (600 kg/ afio) presenté un COGS de US$S99/g representando una

reduccién superior al 50% de los costos de manufactura.

1.2. Las plantas como biorreactores para la produccién de anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales (mAbs, monoclonal antibodies) son el grupo de
proteinas recombinantes mds importantes por sus aplicaciones en terapia, diagndstico
e investigacion. Actualmente, 87 mAbs con aplicaciones terapéuticas han sido
aprobados para su comercializacion en Estados Unidos y/o Europa

(https://www.antibodysociety.org/resources/approved-antibodies/).

Los mAbs representaron aproximadamente el 50% de las ventas totales de
biofarmacéuticos en 2017, con ventas anuales que alcanzaron los 90 billones de U.S.
dédlaresy cuyas proyecciones son s 125 billones U.S.S para 2020 (Donini y Marusic, 2019,
Yusibov y col 2016, Mir-Artigues y col 2019). Debido a sus aplicaciones a nivel
terapéutico y no-terapéutico, la demanda en el marcado de estas moléculas es elevada
y existe una creciente necesidad de desarrollar métodos alternativos para la produccion
de inmunoglobulinas con diferentes aplicaciones (Yusibov y col 2016). Uno de los
motivos es la necesidad de disminuir los costos de produccién relacionados a su sintesis

en sistemas de expresion tradicionales que se basan en el cultivo de células de
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mamiferos. Este alto costo determina que los tratamientos terapéuticos con mAbs sean
muy onerosos pudiendo llegar a 120 000 USD/paciente/afo (Stacy, 2005). La otra razén
se relaciona con la baja actividad especifica de los mAbs que determina que para algunos
tratamientos un paciente deba recibir entre 1 — 5 g de proteina pura al afio. Teniendo
en cuenta la alta prevalencia de canceres y trastornos del sistema inmunolégico la
cantidad de pacientes a tratar es enorme por lo que la demanda supera las toneladas al
afo. Los costos de bioreactores con esta capacidad de produccion son muy elevados por
lo que hay una demanda insatisfecha.

La situacidon en Argentina es similar a la de otros paises en cuanto a lo costoso de
los tratamientos con anticuerpos terapeuticos. Por ejemplo, una dosis de Humira
(adalimumab) y de llaris (canakinumab) tienen un precio de 800 y 20000 USD

(https://servicios.pami.org.ar/vademecum/views/consultaPublica/listado.zul). Este alto

costo es responsable de la balanza comercial negativa para la importacién de productos
farmacéuticos que fue del orden 17% (USS 925,4 millones) en el afio 2017 (Ministerio
de Economia y Finanzas Publicas, 2018). Aunque la caducidad de las patentes de los
mAbs y la aparicion de los productos biosimilares pueden ayudar a una reduccién del
precio de los mAb se requiere de modificaciones de los procesos de produccion ya sea
Upstream o Downstream para hacerlos mas competitivos, y en este sentido las PBP

tienen mucho potencial.
1.3 Estructura, sintesis y funcién de inmunoglobulinas

La estructura bdsica de los mAbs estd constituida por dos cadenas livianas (LC,
light chain, isotipos k 0 A) y dos cadenas pesadas (HC, heavy chain, isotipos a, §, €y, , 0
i), las cuales se componen por dominios de inmunoglobulina (Ig) compactos, en los
cuales la formacion de enlace disulfuro tiene un papel crucial en su estabilizacién,
ademas de acelerar el proceso de plegado y reducir la tendencia a formar agregados,
demostrandose una estrecha relacion entre el proceso de plegado proteico y el
plegamiento oxidativo, a su vez, la estructura del anticuerpo es estabilizada por la
presencia de puentes disulfuro entre HC y LC (Feige y Buchner, 2014, Ellgaard y col
2016). Cada cadena pesada se compone de una region variable y tres o cuatro regiones
contantes segun el tipo de inmunoglobulina, mientras que cada cadena ligera consta de

una region variable y una regién constante. Ademas, es posible dividir al anticuerpo en
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dos porciones funcionalmente diferentes: la region Fab (antigen binding Frangment),
implicada en el reconocimiento y unidn al antigeno y la region Fc (cristalizable Fragment)
involucrada en las funciones efectoras del anticuerpo (Figura 1) (Feige y Buchner, 2014).

L - oy VL

%

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de las inmunoglobulinas

Cada cadena pesada se compone de una regién variable y tres (verde) o cuatro (azul) regiones
contantes segun el tipo de inmunoglobulina, mientras que cada cadena ligera (naranja) consta de una
region variable y una regién constante. Fab: sitio de unién al antigeno, Fc: region contante.

VH

(JCHl

Puente
disulfuro

El plegamiento y ensamblado de las inmunoglobulinas ocurre en el reticulo
endopldsmico (ER, endoplasmic reticulum), siendo un proceso complejo que necesita de
la accién conjunta de diversas enzimas y chaperonas. Mientras que las cadenas livianas
se secretan del ER cuando se expresan individualmente, las cadenas pesadas muestran
un desorden intrinseco en el dominio 1 de la regidn constante de la cadena pesada (CH1)
in vitro, y son activa y eficientemente retenidas en el ER por la chaperona BiP, lo cual
inhibe el colapso prematuro de la cadena polipeptidica. BiP puede ser desplazada por
LC, la cual induce el plegado de CH1, este proceso es limitado por la isomerizacion de
residuos de prolina (Pro), catalizada por la enzima peptidil prolil-isomerasa (PPlasa,
prolyl-isomerase) y se vuelve irreversible tras la formacidon de los enlaces disulfuro
intercatenarios entre LCy HC (Feige y col 2009, Feige y col 2010, Feige y Buchner, 2014)
(Figura 2).

Dos moléculas cuya expresiéon ha sido particularmente estudiada en plantas son
las IgM e IgA. Estas moléculas pertenecen al grupo de inmunoglobulinas multiméricas y
son consideradas proteinas complicadas de producir, debido a que requieren complejas
PTMs y ensamblaje de varias subunidades para ser funcionales (Vasilev y col 2016). Su
estructura basica monomérica es igual a la de las demas clases de inmunoglubulinas
esquematizadas en la figura 1. Las moléculas de IgM son pentaméricas mientras que las
IgA son diméricas (Figura 3A y B) y el proceso de multimerizaciéon es mediado por un

polipéptido adicional de bajo peso molecular denominado cadena J, el cual se une al
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penultimo residuo de cisteina (Cys) conservado de las cadenas pesadas por puentes
disulfuro (Vasilev y col 2016). El anticuerpo anti-cancer PAT-SM6 fue la primer IgM
pentamérica producida en plantas y se demostré que las diferentes glicoversiones del
mismo se unieron a su antigeno con igual afinidad que la version de mamifero (Loos y
col 2014).

El caso de las IgA secretorias (SIgA, figura 3C) es particularmente complejo, en
mamiferos, estos anticuerpos son el isotipo mas importante en proteccién de mucosas,
y su formacién requiere de dos tipos celulares diferentes: los linfocitos B, donde se
produce la sintesis y ensamblado de la IgA dimérica; y de las células del epitelio
intestinal, donde se unen al receptor polimérico de Ig (plgR, polymeric Ig receptor), el
cual sufre un clivaje en su regién extracelular, llamada componente secretorio (SC,
secretory component) luego de ser translocacion al lumen intestinal. Este SC se mantiene
unido al dimero de IgA, formdndose una estructura heteromultimérica (Orzaez y col
2009). La funcién del SC es proteger a las SIgA de la degradacidn proteolitica en mucosas
(Larrick y col 2001). Planet Biotechnology® produjo el primer anticuerpo recombinante
producido en plantas testeado clinicamente, CaroRx (Tabla 1) (Dirisala y col 2016). Este
anticuerpo es un hibrido IgA-1gG secretorio producido en plantas transgénicas de tabaco
y reconoce especificamente al antigeno de superficie I/ll de Streptococcus mutans, el

microorganismo causante del deterioro dental (Yusibov y col 2011).
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Figura 2. Representacion esquematica del proceso
de ensamblado y formacidén de enlaces disulfuro de
un anticuerpo.

1 Formacion de enlaces disulfuro e isomerizacidn de
residuos de Pro de los dominios de inmunoglobulina
de HC (azul) y LC (rojo) de un anticuerpo, catalizadas
por la Proteina disulfuro isomeras (PDI, protein
disulfide-isomerase) y la PPlasa (peptidyl prolil
isomerase), respectivamente.

2 La chaperona BiP se mantiene unida al dominio
CH1 formando complejos altamente estables,
evitando el colapso de la cadena polipeptidica. El
plagado del dominio CH3 induce la dimerizacién de
HC, la cual serd afianzada por la formacién de
enlaces disulfuro.

3 LC es incapaz de unirse a HC mientras CH1 no se
encuentra plegado.

4 Oxidacion de los residuos de Cys dentro de CH1
catalizado por PDI, la afinidad de BiP por este
dominio no se ve altamente afectada.

5 LC desplaza a BiP e induce el plagado de CH1.

6 CH1 debe formar sus puentes disulfuro internos y
ser liberada de BiP antes de asociarse a LC.

7 Una vez que los residuos importantes de Pro de
CH1 son isomerizados por PPlasa, PDI cataliza la
formacion de los puentes disulfuro intercatenarios
entre LCy HC.

IgA dimérica

0
R

igA secretoria Componente

secretoric

Figura 3. Representacion esquematica de las estructuras multiméricas de IgM e IgA
A IgM pentamérica con cadena J (violeta). B IgA dimérica con cadena J (violeta). C IgA secretoria, la
cadena J se muestra en violeta y el componente secretorio en azul.

Otro rasgo caracteristico de los anticuerpos, es que presentan un sitio de

glicosilacion en el subdominio constante CH2 de la cadena pesada (Figura 1, ); los

diferentes grados de glicosilacion en este sitio, afectan la vida media en sangre del
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anticuerpo (Gerasimova y col 2016, Webster y Thomas, 2012) y, la habilidad del
anticuerpo de desencadenar reacciones de citotoxicidad, ya sea dependiente de
complemento (DCAC, Complement-dependent antibody cytotoxicity) o dependiente de
células (ADCC, antibody dependent cellular toxicity) (Jefferis, 2007; lefferis, 2016;
Jefferis et al, 1998). Es por ello que, si la inmunoglobulina va a ser utilizada con fines
terapéuticos, es necesario que posea el grado de glicosilaciéon adecuado.

Los requerimientos de procesado, ensamblado de multiples cadenas, la
necesidad de la formacién de enlaces disulfuro y la glicosilacion hacen que los
anticuerpos completos puedan ser expresados Unicamente en organismos eucariotas
superiores. En este contexto, en la tabla 2 se citan diferentes ejemplos de anticuerpos
producidos eficientemente en plantas y que han alcanzado la etapa de comercializacién
0 se encuentran en etapas avanzadas de evaluacidén clinica. Ademas del ejemplo
previamente citado de CaroRx, otro ejemplo destacable es ZMapp®, un cocktail de tres
anticuerpos monoclonales humanos producidos por expresién transitoria en plantas de
tabaco cuyo uso fue aprobado por la Organizacion Mundial de la Salud para tratar a un
nimero reducido de infectados con fines humanitarios durante al brote de Ebola
desatado en Africa occidental en el 2014 a pesar de que dicho producto no habia

completado las etapas de evaluacion clinica (Streatfield y col. 2015).
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Tabla 2: Anticuerpos producidos en plantas que se encuentran en el marcado o en etapas
avanzadas de desarrollo

CaroRx mAb IgG/A N. tabacum/ Hojas Estable Aprobado/

Streptococcus Dispositivo médico
mutans
mAb humano Anti- N. tabacum/ Hojas Estable Fase I/ Prevension

cancer de mama

anti TNF a- FC Tabaco/ células en Estable Fase | Artritis
suspension BY2 reumatoidea, soriasis,
Enferedad.

Bowel,Crohn,

1.4.  Situacion actual de los sistemas de expresion basados en plantas

(Schillberg y col 2005,
Sack y col 2015)

(May col 2015)

HIV HIV
ZMapp™, Anti- N. benthamiana/ Transitoria Fase Il/ tratamiento (Mapp
Ebola Cocktail de Hojas de Biopharmaceuticals,
Immunglobulina G infecciones con el 2015)
quiméricas virus del Ebola
Immunoglobulina G N. benthamiana/ Transitoria- Fase I/ vacuna (Tusé, 2011)
anti idiotipo Hojas MagnICON terapéutica para
personalizada que linfomas de Hodgkin
derivada del
linfoma de Hodgkin
del paciente
Anticuerpo N. benthamiana/ Transitoria- Fase I/ biobetter de http://www.valorbioth
monoclonal anti- Hojas Vector basado en rituximab, erapeutics.com/
CD20 unido a TMV de dos desordenes NCT02519270 (2015)
interferon (IFN) alfa componentes. inflamatorios. ClinicalTrials.gov
NCT02847949 (2016)
Trastuzumab N. tabacum/ Hojas Transitoria Biosimilar de la http://www.plantform
herceptina, corp.com/overview.as

pX

http://protalix.com/pi

peline/ (Shaaltiel y col
2012)

La demanda mundial de proteinas recombinantes es muy grande. La industria

farmacéutica posee mas 400 productos biolégicos aprobados que representan el 24%

de las ventas productos farmacéuticos, cuyo mercado superd los 1200 billones USS en

el afio 2018 (EvaluatePharma, 2018, Statistics, 2019). Los anticuerpos monoclonales

lideran el grupo de proteinas farmacéuticas, sus ventas superaron los 90 billones de US$S

en 2017 y las proyecciones para el afio 2020 son de 125 billones USS (Mir-Artigues et al,

2019). Las proteinas terapéuticas (anticuerpos, vacunas, citoquinas, factores de

crecimiento) representan aproximadamente el 50% de este mercado, seguido por

proteinas de uso industrial y reactivos para investigacion y procesos industriales

(enzimas o reactivos para purificacion) (Markets y Markets, 2019). Los bioldgicos

comercializados en la actualidad son producidos en células de mamiferos (56%), E. coli
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(19%); Saccharomyces cerevisiae (6,5%), células de insectos (4%) y plantas y animales
transgénicos (3%) (Baeshen y col 2014, Walsh, 2014), demostrando el predominio de las
plataformas ya establecidas de expresion y el surgimiento de sistemas de expresion
emergentes.

Numerosos productos con aplicaciones terapéuticas, en diagndstico, en
investigacion o en cultivos de tejidos han alcanzado el mercado o se encuentran en
etapas avanzadas de desarrollo (Lomonossoff y D'Aoust, 2016, Paul y col 2015),
demostrando el éxito de las plantas como sistemas de expresién de proteinas de interés
(Tabla 3). Entre los productos que alcanzaron la etapa comercial se destaca la alfa-
glucerobrosidasa comercializada por Protalix BioTherapeutics (Israel) como Elelyso®
(Fox, 2012). Este producto fue producido en células de zanahoria en suspensién siendo
el primer biofarmacéutico producido en plantas aprobado por la FDA, en el afio 2012 y
en cuyo desarrollo fue clave el caracter de medicamento huérfano (Twymany col 2012).
Otro producto aprobado para uso humano en Italia es el coladgeno, el cual tiene
propiedades superiores en estimular la regeneracion de la matriz extracelular que el
obtenido de caddveres animales y es mucho mas seguro (Shoseyov y col 2014, Willard y
col 2013). El coldgeno humano es una proteina heterotrimérica formada por dos
subunidades que requieren de modificaciones postraduccionales producidas por la
prolil-4-hidroxilasa humana alfa y beta y lisil-hidroxilasa para ensamblarse en fibras.
Estos cinco genes fueron coexpresados en plantas transgénicas de tabaco obteniéndose
una molécula capaz de inducir la proliferacién de células humanas (Stein y col 2009). La
molécula de colageno al igual que la alfa-glucerobrosidasa no habian podido ser
obtenidas en otros sistemas de expresidon y para ambas proteinas se utilizd una
estrategia de direccionamiento a vacuolas para los lograr rendimientos adecuados.

Los sistemas de expresidn basados en plantas, también han sido utilizados para
la produccidn de biorreactivos que requieren que la molécula producida mantenga su
actividad bioldgica y especificidad. Muchas de estas proteinas son sintetizadas en la via
secretoria y requieren un tipo de procesamiento que sélo se logra en sistemas
eucariotas superiores, sumando a que la produccién en plantas resulta ser competitiva
en términos de costos (Tschofen y col 2016). Un ejemplo de esto es la tripsina bovina,
producida en semillas de maiz. Este producto desarrollado por la empresa Prodigene®

actualmente es comercializado por Sigma Aldrich.
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Otros ejemplos de produccién en plantas son aquellos utilizados para medios de
cultivo, fundamentalmente de células de mamiferos ya que las plantas no son
hospedadoras de patdégenos animales, ya sea virus o priones; por lo que el producto es
altamente seguro. La empresa InVitria utiliza semillas de arroz para la produccion de
este tipo de productos como albumina y lactoferrina recombinante, lisozima y
transferrina humana y factores de crecimiento (Tschofen y col 2016).

Ademas de las plataformas basadas en plantas que ya han alcanzado un estado
avanzado de desarrollo con un biolégico en comercializacion, en la seccién anterior se
mencionaron diversos anticuerpos que se encuentran en etapas avanzadas de
evaluacion clinica o etapas preclinicas (Tabla 2) existiendo, ademas, varias vacunas en

etapas similares de desarrollo.

15



Introduccion

Tabla 3: Bioldgicos producidos en plantas comercializados o en atapas de desarrollo avanzadas

Zanahoria/ células en Aprobada/ Enfermedad de

Alfa-glucerobrosidasa -, Estable (Fox, 2012)
suspension Gaucher
Tripsina, enteroquinasa, , .
P q Arroz / células en Reactivo/ componente de
factores . Estable . . - http://www.nbms.co.kr
. . . suspension medio de cultivo, cosméticos
de crecimiento, citoquinas
. Tabaco/ células en http://protalix.com/pipeline
o -Galactosidase-A / Estable Fase lll/ enfermedad de Fabry ://p [pip /

suspension BY2

anti TNF a- FC Fase lll/ Enfermedad de Fabry
Deoxiribonucleasa |
(DNasa I) humana

(Shaaltiel y col 2012)

Fase | Fibrosis quistica

Tabaco/ hojas Estable http://www.coll plant.com
iy Fase I/ Artritis reumatoidea, soriasis, p:// P
Anti TNF a- FC Enfermedad de Bowel y enfermedad de
Crohn.
. Musgo (Physcomitrella Fase I/ Enfermedad de http://www.greenovation.co
- - E
CREIETRR R ER patens) SRR Fabry m (Reski y col 2015)
_ Colageno Tabaco/ hojas Estable Aprobado, dispositivo médico http://www.coll plant.com
Tripsina Bovina .
React
(TrypZean®), Avidina cactivos
Endo B1,4 glucanasa Maiz/semilla Estable http://www.sigmaaldrich.com
Acidothermus Reactivos, produccidn biocombustibles
cellulolyticus.
Cellobiohidrolasa I d . .
SHOBION! r.o asa. € Reactivos, produccidn biocombustibles http://www.infiniteenzymes.c
Hypocrea jecorina , .
: Maiz /semilla Estable om
Peroxidasa Phanerochaete . . .
. Reactivos http://www.sigmaaldrich.com
chrysosporium
- sSyngenta(UsA) Alfa amilasa Maiz /semilla Estable Produccién de bioetanol http://www.syn genta.com
Fitasa /semilla Maiz Estable Nutricién animal gmseed.com.ch
http://www.ori


http://www.nbms.co.kr/
http://protalix.com/pipeline/
http://www.infiniteenzymes.com/
http://www.infiniteenzymes.com/
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Factores‘de C|teC|m|ent0, Cebafia Estable Reactivos http://www.orfgenetics.com
citoquinas /semilla
.. Cebada - . .
Factores de crecimiento Jsemilla Estable Cosméticos http://www.sifcosmetics.com
Albumina, lactoferrina, .
.. . Reactivos,
lisozima, transferrina, Arroz . L
. . Estable componente medio https://www.invitria.com/
factor inhibidor de (semillas) .
. de cultivo
leucemia
_ Factores de crecimiento Tabaco/ hojas Estable medio de cultivo Componente de http://www.r:s;(enblotech.co
. . Bioproceso para obtener http://www.leafresources.co
_ Glycell TM especies Varias Estable/ InPact biocombustibles e Uy e o)
_ Quimosina Cartamo Estable Fabricacién de quesos http://www.bioceres.com.ar
Interferon alfa canino Frutilla Estable Gingivitis canina (Drake y col 2017)
Aprobado
Lactoferrina (VEN100) Fase I/ Antidiarrea, antiinflamatorio
VEN120 Arroz Estable Fase I/ Enfermedad Bowel (Sack y col 2015)
VEN130 Fase I/ Osteoporosis
_ Toxina colerll;:a Sl Arroz Estable Fase I/ Vacuna oral veterinaria (Takeyama y col 2015)
ICAM1-(Intercelular Fase I/ Prevencion infecciones HRV
adhesion molecule 1)-FC (Human Rhinp Virus) http://www.planetbiotechnol
CMG2(PBI-220) Tabaco/ Hojas Estable ogy.com/products.html
Inmunoadhesina B. Tratamiento y prevencion del anthrax (Wycoffy col 2015)
anthracis
~ Kentucky Bio-Processing (USA) Aprotinina Tabaco/ hojas Temporal- MagnICON Reactivo http://www.kbpllc.com
Factores de crecimiento,
citoquinas,
tioredoxina humana, Tabaco/ hojas Temporal Reactivos http://www.agr envec.com
Inhibidor tisular de
metaloproteinasa
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Vacuna contra la gripe Fase Il/ Aprobada para emergencias/ http://medicago.com/pande
pandémica HIN5S Prevencién gripe pandémica mic-flu/
Vacuna cuatrivalente N. benthamiana/ Hojas Transitoria — VLF .
. . S . http://medicag
contra gripe estacional Fase Ill/ Prevencidn gripe estacional

HINL, H3N2, B o.com/pipeline-progress/
Protective Antigen PA83- Fase |/ Anthrax ClinicalTrials.gov

FhCMB . NCT02239172 (2014)
. Transitoria- . .
Vacuna contra Malaria Vector Fase |/ Vacuna contra Malaria ClinicalTrials.gov
Pfs25 — VPL- FRCMB . . NCT02013687 (2013)
N. benthamiana/ Hojas basado en ClinicalTrials.gov
i TMV ded .
Vacuna contra grige N1H5 e dos Fase I/ Vacuna Influenza H5N1 NCT01250795 (2010)
componentes. ClinicalTrials.gov
Vacuna contra gripe N1H1 Fase I/ Vacuna gripe N1H1 NCT01177202 (2010)
Lenteia de agua ClinicalTrials.gov
PEG-interferon Alfa-2b (Lem:m minir) Estable Fase 2b/ Hepatitis C NCT00593151, NCT00863239,
NCT00953589,
Vacunas,immunoadyun Alea verde Chlamvdomonas www.phycotransgenics.com
vatentes, enzimas, & y Estable en cloroplasto En desarrollo (Yao y col 2015)

reinhardtii

factores de crecimiento


http://www.phycotransgenics.com/
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2. Estrategias empleadas para mejorar los niveles de
acumulacidn de proteinas recombinantes en plantas

La produccidon de proteinas recombinantes ha revolucionado a las industrias
farmacéuticas y de produccidon de biorreactivos y enzimas de uso industrial. En la
actualidad la mayor parte de estas moléculas son producidas en microorganismos o
células de mamiferos con la desventaja de su elevado costo, inmunogenicidad y bajos
rendimientos. Frente a esta situacion y teniendo en cuenta las ventajas antes
mencionadas de las plantas como sistema de expresion, han surgido las plataformas de
produccién basadas en plantas.

Un factor clave para que un sistema de expresion sea rentable es alcanzar altos
niveles de acumulacién de la proteina fordnea, ya que cuanto mayor es el rendimiento
menor es el costo de produccién. Si bien se han logrado grandes avances en los sistemas
de produccién basados en plantas, en muchos casos los niveles alcanzados son inferiores
gue los obtenidos en otros sistemas de produccion. En este sentido, los rendimientos
alcanzados dependeran principalmente de dos factores, la sintesis y degradacién de la
proteina de interés (Egelkrout y col 2012). La velocidad de sintesis es dependiente tanto
de la eficiencia de transcripcién como de traduccién. Por otro lado, la velocidad de
degradacion dependerd de la capacidad que tiene la célula para plegar de manera
correcta la proteina heterdloga y de la susceptibilidad de la misma a la protedlisis (Figura
4). En este sentido, diferentes estrategias han sido empleadas para modificar estos

factores con la finalidad de alcanzar mejores rendimientos del proceso productivo.
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Figura 4. Factores que afectan la expresion de genes.

El gen de interés (GOI, gene of interest), se clona en el vector que contiene el cassette de expresidn
que incluye el promotor, la sefial de terminacion de la transcripcion, las regiones no traducidas (UTR,
untranslated regions) a ambos lados de la secuencia codificante (5’ y 3’) y secuencias que codifican
para sefiales de direccionamiento. Pueden incluirse también secuencias enhancer que incrementan la
transcripcion y MARS (matrix attachment regions) que evitan la formacion de heterocromatina. El
promotor tiene una regidn core donde se une la maquinaria basal y elementos cis a los que unen
factores que regulan la transcripcién facilitando el reclutamiento de la maquinaria basal. Se puede
incluir un intrdén (gris) que mejorara la eficiencia de transcripcién y el mismo debe tener secuencias
de splicing reconocidas por la maquinaria de la célula vegetal huésped. EI DNA es transcripto
obteniéndose el pre-mRNA que es procesado por la adicién del CAP en el 5/, la cola de poli-(A) en el
3’, la eliminacidon de intrones (splicing) y en algunos casos es editado. EIl mRNA maduro es
transportado al citoplasma donde es traducido. Las secuencias 5y 3'UTR desempefian un papel
importante en el reconocimiento del mRNA por ribosomas y en la estabilidad del mRNA. Los mRNA
sin coddn de inicio o de terminacion, o que poseen secuencias que incrementan su inestabilidad son
degradados. La eficiencia de traduccion depende de la presencia de la secuencia de Kozak, del uso de
codones y de si el mRNA forma loops que afectan el avance de ribosomas. La proteina naciente se
pliega en algunos casos con la intervencién de chaperonas y es transportada a diferentes
compartimientos celulares dependiendo de la sefial de direccionamiento. Las proteinas mal plegadas
o que sufrieron alteraciones son degradadas.
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2.1. Velocidad de la transcripcion

La eficiencia de la transcripciéon depende fundamentalmente del promotor
escogido, de la presencia de secuencias facilitadoras (enhancers), de la incorporacion de
intrones, de la secuencia de terminacion de la transcripcién y otros elementos
regulatorios que afectan el estado la cromatina (Egelkrout y col 2012). En este sentido,
existen numerosas opciones de promotores para la expresion en plantas, siendo el mas
utilizado, y con el que se han alcanzado altos niveles de expresion, el promotor 35S del
virus del mosaico del Coliflor (35S CaMV, cauliflower mosaic virus) (Odell y col 1985). A
su vez, podemos mencionar el promotor de la ubiquitina, ampliamente utilizado para
expresion en monocotilédoneas (Christensen y Quail, 1996). En los ultimos afios se
encontraron promotores que son mas adecuados y activos segun el sistema de
expresion utilizado, entre ellos podemos mencionar el de la plastocianina (Vezina y col
2009), el de la faseolina, utilizado para expresar en semillas (De Jaeger y col 2002) y el
del alfa prima beta conglicina (Petruccelli y col 2006a). Ademas, existen promotores

sintéticos (Koul y col 2012) y promotores inducibles (Dugdale y col 2014).

2.2. Estabilidad y transporte del mRNA

La traduccion del RNA mensajero (mRNA) a proteina es un requerimiento clave
para la acumulacién de proteinas. Incluso si se utiliza un promotor activo, los niveles de
MRNA pueden ser bajos debido a silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS,
post-traslational gene silencing) o inestabilidad del mRNA. En este sentido, una
estrategia que se aplica para mejorar los rendimientos al utilizar sistemas de expresién
transitoria lo constituyen el uso de supresores virales del PTGS (Voinnet y col 2003). Se
pueden utilizar distintos supresores de PTGS derivados de distintos virus: RYMV-p1 (Rice
Yellow Mottle Virus), GVA-p10 (Grapevine Virus A), TBSV-p19 (Tomato Bushy Stunt
Virus), BYVp21 Beet Yellow Virus), GLRaV p24 (Grapevine Leaf Roll Associated Virus), p25
(Potato Virus X), TCV- p38 (Turnip Crinkle Virus), CMV- 2b (Cucumber Mosaic Virus), PVY-
HCPro (Potato virus Y) y TEV-HCPro (Tobacco Etch Virus) siendo su efecto dependiente
de la proteina de interés, las condiciones de agroinfiltracién empleadas y el nimero de
dias postinfiltracion a los que se evalua el efecto (De Muynck y col 2010, Circelli y col

2010, Arzola y col 2011). Con el uso de este tipo de PTGS se ha conseguido mejorar la
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expresion pasando de obtener 5% a un 15% TSP (total soluble protein), utilizando el

supresor de silenciamiento TBSV-p19 (Circelli y col 2010).

2.3. Velocidad de la traduccion

La velocidad de traduccidn depende principalmente de las regiones 5’y 3 UTR y
del uso de codones. En este sentido, para mejorar la eficiencia y fidelidad de la
traduccién de la proteina de interés, una estrategia utilizada es optimizar el uso de
codones del transgen para adecuarlo al de la especie vegetal empleada, a su vez, incluir
la secuencia de Kozak, evitar la presencia de regiones ricas en AT, las cuales generan la
formacién de sitios de splicing cripticos y evitar la formacién de estructuras secundarias
del mRNA (Egelkrout y col 2012). Existen diferentes algoritmos para la optimizacion de
codones, algunos de ellos ajustan el uso de codones para que sea proporcional a la
frecuencia de aparicion en el organismo huésped, otros utilizan el codén mas frecuente
para todas las instancias de aparicion del aminodcido mientras que también existen
algoritmos que consideran los RNA de transferencia (tRNA) mas frecuentes y optimizan
el uso de codones teniendo en cuenta esta abundancia (Mauro y Chappell, 2014).
Independientemente del algoritmo usado, en la bibliografia los resultados reportados
no son siempre positivos, existiendo casos donde los niveles de acumulacidén aumentan
hasta 1000 veces y casos en los que utilizando el mismo algoritmo no se observan
diferencias significativas o, incluso, en los que el gen nativo produce mayores

rendimientos (Egelkrout y col 2012, Gustafsson y col 2012, Quax y col 2015).

2.4. Estabilidad proteica

Como se menciond anteriormente, otro de los factores importante que impactan
en los rendimientos de la produccidon de proteinas heterologas es la degradacién
proteolitica, teniendo la localizacion subcelular, en diferentes organos y/o tejidos, un
profundo impacto en los rendimientos obtenidos. En este sentido, hay que considerar
qgue la mayoria de las proteinas de interés producidas en plantas son direccionadas a la
via secretoria, debido a que requieren determinadas PTMs para ensamblarse
correctamente y ser funcionales. El destino final de estas proteinas suele ser el
apoplasto, lugar donde se ha informado que existe una intensa degradacién

(Benchabane y col 2008a, Goulet y col 2012, Niemer y col 2014), este problema puede
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revertirse parcialmente mediante la co-secrecion o agroinfiltracién (segun el sistema de
expresion utilizado) de inhibidores de proteasas (Benchabane y col 2008a, Goulet y col
2012, Niemer y col 2014). Para evitar que la proteina se dirija al apoplasto, pueden
utilizarse distintas estrategias de direccionamiento subcelular, como la retencién en
reticulo endoplasmico (De Muynck y col 2010, Petruccelli y col 20064, Julve Parreno y
col 2018) y direccionamiento vacuolar (Yang y col 2016, Shaaltiel y col 2007, De Marchis
y col 2013, Jha y col 2012, Marin Viegas y col 2015). Hasta el momento la mas eficiente
sigue siendo la retencidn en el reticulo endoplasmico, aunque su efecto es dependiente
de la proteina (De Muynck y col 2010). En el caso de la expresion en semillas, se recurre
a la acumulacién en endosperma o cotiledones, y la proteina fordnea es almacenada en
los cuerpos proteicos (ER-PB, ER protein bodies) o vacuolas de reserva de proteinas (PSV,
protein storage vacuoles) dependiendo de la especie (Stoger y col., 2005; Rademacher y
col., 2008; Rademacher y col., 2009). También se ha observado que el uso de algunas
secuencias peptidicas insolubles como los polimeros similares a elastina (ELP, elastin like
protein) (Floss y col 2010) o la utilizacién de fusiones a hidrofobinas (Joensuu y col 2010),
y secuencias derivadas de prolaminas como la zeolina (Francin-Allami y col 2011),
pueden incrementar la acumulacién de proteina de interés. En el caso de los polimeros
similares a elastina e hidrofobinas, su uso también facilita la recuperacién de la proteina

de interés (Floss y col 2010).

3. Modificaciones post-traduccionales en plantas

Las PTMs son modificaciones que sufre una proteina una vez finalizada la
traduccién por el ribosoma. Existen mas de 300 tipos de PTMs que se pueden dividir en
cuatro grandes grupos: adicidon de grupos funcionales, adicion de proteinas o péptidos,
cambios estructurales de la proteina o cambio de la naturaleza quimica de algun
aminodcido (Ytterberg y Jensen, 2010, Gerasimova y col 2016). Las PTMs afectan
propiedades fundamentales de las proteinas, como su actividad, localizacién,
estabilidad e interaccion con otras proteinas. Una proteina puede sufrir modificaciones
sencillas o incluso sufrir varias e intrincadas modificaciones. Desde un punto de vista
evolutivo, las PTMs son una forma de aumentar exponencialmente el nimero de
proteinas posibles, siendo una forma eficiente de diversificar el genoma (Ytterberg y

Jensen, 2010, Walsh y Jefferis, 2006, Prabakaran y col 2012). Como se menciond
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anteriormente la mayoria de las proteinas de interés producidas en plantas son
direccionadas a la via secretoria, debido a que requieren determinadas PTMs para ser
funcionales, en este sentido hay que tener en cuenta que a pesar que la mayoria de las
PTMs son altamente conservadas entre animales y plantas, existen importantes
modificaciones especificas de plantas que deben ser tenidas en cuenta cuando se desea

expresar una proteina recombinante (Twyman y col 2003).

En esta seccidn nos centraremos en algunas de esas modificaciones que generan

un mayor impacto en la calidad de las proteinas recombinantes producidas.
3.1. Plegamiento oxidativo

La formacidn de puentes disulfuro resulta por la oxidacion de los grupos tiol de
dos residuos de Cys. En eucariotas, este proceso ocurre principalmente en el ER, aunque
también puede ocurrir en mitocondrias y cloroplastos. Mas del 90% de las proteinas
sintetizadas en el ER poseen puentes disulfuro (Patil y col 2015, Okuday col 2017) y este
proceso se encuentra altamente conservado en proteinas relacionadas, remarcando la
importancia bioldgica del mismo (Bosnjak y col 2014).

El plegamiento oxidativo es un proceso que ocurre co-traduccionalmente y la
formacién de enlaces disulfuro juegan un rol importante en la estabilizacién de la
estructura nativa de la proteina y de complejos oligoméricos, teniendo un rol
importante durante el plegado. El plegamiento oxidativo requiere de la accién de un
miembro de las proteinas PDIs, una familia de enzimas ubicuas del ER, que cataliza la
formacién, isomerizacién y reduccidon de los puentes disulfuro, para asegurar el
plegamiento correcto de las proteinas antes de su modificacion y transporte (Tu y
Weissman, 2004), el tiempo de accién de esta enzima puede prolongarse en presencia
de la chaperona de la familia de Hsp70, BiP, una de las proteinas mayoritarias del ER, la
cual es la principal encargada en el control de calidad, ensamblado y plegado de una
gran variedad de proteinas. La cldsica PDI es una enzima multifuncional que consiste de
dos dominios tiorredoxina y dos dominios inactivos redox. En plantas superiores, se
encontraron 10-20 miembros de la familia PDI, los cuales se dividieron en 6 subfamilias,
A B, C L MyS, siendo los miembros de la subfamilia L los Unicos que comparten la
distribucién de dominios tipica de las PDlIs clasicas de humanos y levaduras (Yuen y col
2016). La evidencia actual sugiere que la diferencias estructurales y moleculares entre
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las distintas PDls serian vitales para determinar la funcidn y especificidad de las mismas
(Onda, 2013). Luego de la oxidacidn del sustrato, los residuos de Cys del sitio activo
deben ser reoxidados. La via mas importante y estudiada del reciclado de PDI es
mediante la enzima ER Oxidoreductin 1 (ERO1), la cual es capaz de formar puentes
disulfuro de novo (Tu y Weissman, 2004).

A pesar de estas diferencias, son numerosos los ejemplos de proteinas
heterdlogas expresadas en plantas que adquieren una estructura tridimensional
funcional por lo que los puentes disulfuros se han formado de una manera correcta

(Tablas 1y 2).
3.2. N-Glicosilacion

La glicosilacidon hace referencia a la unién covalente de carbohidratos a una
proteina. Es un proceso compartido por los tres dominios de la vida y una de las PTMs
mas comunes y complejas en células eucariotas. Mas del 50% de las proteinas eucariotas
se encuentran glicosiladas, y el 40% de las proteinas usadas en medicina son
glicoproteinas (Dell y col 2010, Webster y Thomas, 2012).

La unién de carbohidratos a una proteina afecta de manera importante las
propiedades fisicoquimicas de las mismas, como la estabilidad quimica, el plegamiento,
proteccion contra degradacidon proteolitica y solubilidad, asi como sus propiedades
bioldgicas, tales como la inmunogenicidad, la actividad bioldgica, la velocidad de
depuracidny lainteraccién ligando-receptor (Gerasimova y col 2016, Webster y Thomas,
2012).

La N-glicosilacion puede introducir considerable heterogeneidad mediante la
generacion de diferentes estructuras de glicanos a medida que la proteina es
transportada por la via secretoria. Como se menciond, el perfil y naturaleza de los
glicanos que presenta la glicoproteina (glicoforma) puede impactar en el plegado,
funcionalidad e inmunogenicidad de las mismas. El perfil de glicoformas y la
funcionalidad de las proteinas producidas variara dependiendo del sistema de expresion
utilizado (Walsh y lJefferis, 2006), los N-glicanos tipicos obtenidos al expresar
glicoproteinas en células de mamiferos, humanas, insectos, levaduras y plantas se

esquematizan en la figura 5.
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La N-glicosilacion de proteinas es un proceso que se puede dividir en dos etapas

(Figura 6), la primera se encuentra altamente conservada en eucariotas e inicia en el ER

con la transferencia de un polisacarido precursor (Glc3Man9GIcNAc2), derivado de un

lipido dolicol anclado a la membrana del ER, al polipéptido naciente. El precursor es

adicionado al residuo de asparagina (Asn) del péptido especifico Asn-X-Ser/Thr, donde

X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina y acido aspartico (Gerasimova y col

2016, Pattison y Amtmann, 2009, Helenius y Aebi, 2004). El N-glicano es modificado a

medida que es transportado por la via secretoria, estas modificaciones involucran el

clivaje de los residuos de glucosa y manosa generando las glicoformas ricas en manosa

Man9GIcNAc2 y Man8GIcNAc2 (Man9-Man8), presentes en todos los eucariotas

(Lannoo y Van Damme, 2015, Gomord y col 2010).
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Figura 6. N-glicosilacion en plantas y mamiferos. Un oligosacarido precursor ensamblado sobre un
lipido dolicol es transferido a un resido de Asn especifico del péptido naciente. El N-glicano es
procesado mediante la remocidn de los residuos de glucosa y la mayoria de los residuos de manosa.
Las diferencias en el procesamiento para generar los N-glicanos complejos en plantas y mamiferos
ocurren en el aparato de Golgi. GCSl y -1I: Glucosidasa | y II; Manl y -Il: Manosidasa del Golgi | y II; GnTI,
-Il, -IV y -V: N-acetilglucosamiltransferasa-I, -ll, -1V y =V; B(1,2)-XyIT: B(1,2)-Xilosiltransferasa; a(1,3)-
FucT: a(1,3)-Fucosiltransferasa; a(1,4)-FucT: a(1,4)-Fucosiltransferasa; a(1,6)-FucT: a(1,6)-
Fucosiltransferasa; B(1,2)-GalT: B(1,2)-Galacosiltransferasa; B(1,4)-GalT: B(1,4)-Galacosiltransferasa;
SiaT: a(2,6)-sialiltransferasa.

La segunda etapa ocurre en el Aparato de Golgi (GA, Golgi apparatus), organela
a la cual son transportadas las glicoproteinas luego de pasar un “control de calidad” en
el ER y donde éstas sufren cambios estructurales que dan lugar a la formacién de
glicanos complejos. Las modificaciones ocurridas en el cis- y medial-golgi se encuentran
conservadas entre los diferentes eucariotas, mientras que las enzimas presentes en el
trans-golgi varian enormemente entre los eucariotas (Gomord y Faye, 2004, Gerasimova
y col 2016). En plantas, el oligosacarido es reducido a tres manosas terminales y
posteriormente se inicia la incorporacion de nuevos residuos glucosidicos por accién de

las N-acetilglucosaminil-transferasas | y Il (GNT I/1l) que agrega una molécula de N-
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acetilglucosamina (GIcNAc) en cada extremo de los dos brazos del glicano, formandose
una estructura denominada biantenaria, iniciandose de este modo la biosintesis de los
N-glicanos complejos. Un rasgo especifico de las glicoproteinas de plantas es el agregado
de xilosa B(1,2) y fucosa a(1,3) al armazén de Man3GIcNAc2 catalizado por la B(1,2)-
xilosiltransferasa (B(1,2)-XyIT) y a(1,3)-fucosiltransferasa (a(1,3)-FucT) (Strasser, 2016),
procesos que ocurren principalmente en el medial- y trans-golgi. Estos glicanos son
inmunogénicos para la mayoria de los animales de laboratorio y pueden causar la
generacién de anticuerpos especificos contra glicanos en humanos (Sourrouille y col
2008). La transferencia de xilosa B(1,2) y fucosa a(1,3) puede ser seguida por la adicién
galactosa B(1,3) en una o ambas antenas del N-glicano complejo, formando el motivo
denominado epitope de Lewis a (Le?), este proceso es catalizado por la f(1,3)
galactosiltransferasa (B(1,3)-GalT). Posteriormente, la a(1,4)-fucosiltransferasa (a(1,4)-
FucT) completa la biosintesis del epitope de Le®.

Luego de su sintesis y maduracion en el ER y GA, los N-glicanos complejos pueden
sufrir modificaciones posteriores durante el transporte a su localizacion subcelular final
(Webster y Thomas, 2012, Castilho y Steinkellner, 2012). Entre ellas, podemos
mencionar la remocién de los azlcares terminales de los glicanos complejos formandose
estructuras denominadas paucimanosidicas. Estos glicanos se han considerado tipicos
de vacuola (Gomordy col 2010), aunque también se encuentran en proteinas secretadas
al apoplasto y hay ejemplos de proteinas heterélogas direccionadas a vacuola que no
presentan estas estructuras (Liebminger y col 2011, Schneider y col 2015, Ocampo y col

2016b).

4. La via secretoria en plantas

Como se menciond previamente, muchas de las proteinas terapéuticas,
diagndsticas y con aplicaciones industriales son producidas en la via secretoria. En
células vegetales, esta via presenta caracteristicas particulares que las distingue de la
gue tienen otras células eucariotas, siendo una red compleja de organelas especializadas
en la sintesis, el transporte, la modificacidon y la secrecién de proteinas y otras
macromoléculas, integrando varias rutas dinamicas: la via secretoria y la via endocitica.
Estd constituida por varios compartimentos funcionalmente distintos: el reticulo

endoplasmatico, el aparato de Golgi, la red trans-Golgi (TGN, trans Golgi
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network)/endosomas tempranos (EE, early endosomes), membrana plasmatica vy,
ademas, las células vegetales contienen tres tipos de vacuolas: vacuola de reserva,
vacuola litica (LV, Iytic vacuole) y la vacuola central (CV, central vacuole) vy
compartimientos  prevacuolares/cuerpos  multivesiculares  (PVC,  prevacuolar
compartment/MVB, multivesicular bodies) (Surpin y Raikhel, 2004), las membranas de

los cloroplastos y las mitocondrias no pertenecen a este sistema (Figura 7).
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Figura 7. Sistema de endomembranas general en la célula vegetal.

Aparato de Complejo de Golgi (GA, Golgi apparatus), Reticulo endoplasmico (ER, Endoplasmic
Reticulum), Cuerpos Proteicos (PB, Protein body), Vacuola de almacenamiento de proteinas (PSV,
Proteins storages vacuols), comparimento prevacuolar (PVC, Prevacuolar comparment) y Vesiculas
secretorias (SV’s, Secretory vesicles).

El ER consiste en una red tridimensional de tubos y hojas interconectadas entre
si y que comparten el mismo espacio interno, estando distribuido en el citoplasma y a
continuacion de la envoltura nuclear. Esta organela estd encargada de la sintesis,
modificacidn y subsiguiente transporte de las proteinas correctamente plegadas al GA
(Hawes y col 2015). En plantas, el GA presenta funciones y rasgos similares al de los

mamiferos y, a su vez, caracteristicas Unicas. La mayor diferencia es estructural, ya que
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en células de mamiferos su posicidn es perinuclear y casi estacionaria, mientras que en
plantas se encuentra dividido en apilamientos individuales, recibiendo su denominacién
respecto a su proximidad al ER. En este sentido el GA se denomina cis-Golgi al mas
cercano al ER, seguido del Golgi-medio y el trans-Golgi, finalmente se encuentra la Red
del trans-Golgi. En general, todas estas cisternas se consideran independientes
funcionalmente ya que tanto su morfologia como actividad enzimatica cambia
gradualmente a lo largo de las mismas (Ito y col 2014). Por otro lado, el PVC/MVB son
organelas rodeadas por una Unica membrana y que poseen un rol en el transporte de
proteinas hacia la vacuola, actuando como un compartimento intermediario entre el
TGN vy esta organela (Cui y col 2016).

Siguiendo con la descripcién de la via secretoria, encontramos a las vacuolas. El
numero y tamafio de las vacuolas depende del tipo de célula y de su estado
de desarrollo. Una Unica vacuola central puede ocupar hasta el 80% del volumen
celular. En plantas, las vacuolas son esencialmente organelas multifuncionales, siendo
un compartimento clave, pues intervienen en un gran numero de funciones esenciales
como, por ejemplo, el mantenimiento de la turgencia, de la homeostasis
protoplasmatica y el almacenamiento de metabolitos secundarios y proteinas que al
ser degradadas son utilizadas como fuente de carbono, nitrégeno y azufre, tanto para
los procesos de crecimiento como de desarrollo de la planta (Marty, 1999). Las plantas
presentan al menos dos tipos de vacuolas: vacuolas liticas y de reserva. Aunque una de
las formas de distinguir a las vacuolas era mediante el uso de diferentes TIPs (tonoplast
intrinsic proteins), gamma TIP para la LV y alfa/delta TIP para las PSV (Neuhaus y Rogers,
1998), a pesar de que se ha demostrado que su presencia varia entre las distintas
especies (Bethke y Jones, 2000) y en los diferentes estadios de desarrollo (Gattolin y col
2010). Las LV son encontradas en tejidos vegetativos, posen pH acidicos y contienen
enzimas hidroliticas en abundancia, se cree que las LV son analogas a los lisosomas de
mamiferos y a la vacuola de levaduras y que intervienen en los procesos de degradacién
en células vegetativas. En contraste, las PSV poseen pH mas elevados que las LV y
predominan en tejidos de reserva (cotiledones y endosperma de semillas), asi como en
tejidos vegetativos en plantas adultas (corteza, vainas, hojas), sirven principalmente
como sitio de almacenamiento de proteinas y minerales (Vitale y Raikhel, 1999). Aunque

inicialmente se creia que las PSV eran tipicas de semilla, la coexistencia de LV y PSV en

30



Introduccion

una misma célula fue descripta en células de punta de raiz de arveja (Paris y col 1996),
luego en aleurona, en semillas de cereales (Swanson y col 1998) y en células de mesofilo
de hoja de tabaco (Di Sansebastiano y col 1998). En cambio, en algunas especies como
por ejemplo arabidopsis se postula la existencia de una sola clase de vacuolas (Gattolin
y col 2010). La vacuola central hibrida, encontrada en la mayoria de las células de tejidos
diferenciados se generaria por fusidon de LV y PSV y poseeria caracteristicas funcionales
de ambos compartimientos, conteniendo proteinas digestivas y de reserva. En adicién a
las LV y PSV, un tercer tipo de vacuola ha sido descripta en Arabidopsis. Durante la
senescencia de la hoja, una vacuola asociada a senescencia de menor tamano y que
contiene agregados se forma de novo. Esta vacuola se caracteriza por una elevada

actividad proteasa cisteinica y menores pH que las LV (Otegui y col 2005).

4.1. Transporte de proteinas en la via secretoria

La mayoria de las proteinas que son transportadas a través de la via secretoria
se sintetizan como preproproteinas. En plantas y otras células eucariotas, las proteinas
son direccionadas al ER por un péptido sefial (SP, signal peptide) N-terminal (pre-regién).
Estos SP no poseen una secuencia definida, pero suelen exhibir un disefio conservado,
constituido por una regidon N-terminal cargada positivamente, una regién central
hidrofdbica y un extremo C-terminal mas polar, ademas de un sitio de clivaje (Faye y col
2005, Gomord y Faye, 2004). En términos practicos, los SP son intercambiables y, en
muchos, casos la sefial propia de la proteina heterdloga es capaz de direccionarla
eficazmente al ER y es reconocida y clivada correctamente por la peptidasa de la planta,
generando la proteina madura activa (Gomord y Faye, 2004). La secuencia SP es clivada
ni bien ingresa al lumen del ER, siendo esta remocion esencial para el correcto plegado
del dominio N-terminal. Unicamente las proteinas correctamente plegadas pueden
abandonar el ER. El transporte desde el ER hacia el cis-GA es mediante las vesiculas COPII
(transporte anterdgrado), estas vesiculas se forman por polimerizacion del complejo de
proteinas solubles de cubierta (COPs, coat complex proteins) en los sitios de salida de la
membrana del ER (ERES, endoplasmic reticulum exit sites), mientras que las vesiculas
COPI transportan a aquellas proteinas no han alcanzado su estructura nativa o proteinas
residentes del ER desde el cis-GA al ER (transporte retrégrado). Una vez en el GA el paso

del cis, al medio y trans es explicado a través de dos modelos diferentes: el modelo del

31



Introduccion

transporte vesicular o bien el modelo de maduracién de la cisterna (Alberts y col 2002).
La via seguida por una proteina dentro del sistema de endomembranas depende de la
interaccidon entre secuencias de direccionamiento presentes en la proteina y la
maquinaria de direccionamiento que reconoce estos motivos (Xiang y col 2013).
Aquellas proteinas que carecen de otras sefiales de direccionamiento siguen un camino
conocido como default terminando en la secrecién de la proteina. En cambio, si la
proteina es de membrana suele poseer un dominio transmembrana el cual la ancla al
sistema de endomembranas (Vitale y Raikhel, 1999). Por otro lado, aquellas proteinas
cuyo destino final es la vacuola, presentan al menos una de las siguientes sefiales de
direccionamiento vacuolar (VSS, vacuolar sorting signal): sefiales secuencia-especifica
(ssVSS, specific signal), secuencias C-terminales (ctVSS, C-teminal signal), y/o s fisicos
(psVSS, physic signal) (Matsuoka, 1999, Vitale y Raikhel, 1999). Los ssVSS poseen la
secuencia conservada NPIXL o NPIR, funcionan con independencia de su posicién
molecular, aunque se localizan generalmente en el extremo N-terminal y la presencia
del residuo Leu o lle son esenciales para el direccionamiento (Matsuoka, 1999). Se
considera que estan implicados en el direccionamiento a la LV como en el caso de la
esporamina y la aleuraina de cebada (Nakamura y Matsuoka, 1993). También se han
descripto ssVSS funcionales en proteinas de reserva como en el caso de la ricina (Frigerio
y col 2001b). Los ctVSS se caracterizan por no poseer similitud en su secuencia ni
longitud, siendo su Unica similitud la presencia de aminoacidos hidrofdbicos y que deben
encontrarse accesibles en el extremo C-terminal, mas aun, adicion de aminoacidos en
este extremo causa que la proteina sea secretada (Jolliffe y col 2005, Matsuoka, 1999).
Un ejemplo de estas sefiales de direccionamiento es la secuencia AFVY presente en la
faseolina (una glicoproteina de reserva del poroto comun). La delecién de estos
aminodacidos del propéptido suprime el direccionamiento vacuolar, causando que una
fraccion de las moléculas de faseolinaAAFVY sean secretadas (Frigerio y col 2001a,
Frigerio y col 1998).

Existen dos familias de proteinas las cuales han sido propuestas como receptores
implicados en el transporte de proteinas cargo hacia la vacuola y cuya interaccién con
distintos VSSs ha sido demostrada tanto in vitro como in vivo (Miao y col 2006, Shimada
y col 2003). Por un lado, se describen los VSRs (vacuolar sorting receptors) que poseen

motivos similares al factor de crecimiento epidérmico (EGF-like motifs) (Ahmed y col
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2000) y, por otro lado, los RMR (receptor-transmembrane sequence-RING-H2, RING,
Really Interesting New Gene Zinc Finger Motif) que contiene un motivo dedos zinc (Jiang
y col 2000). La funcionalidad y participacion de estos receptores en el transporte a
vacuolas es objeto de controversias habiéndose propuesto diferentes mecanismos de
transito. La evidencia actual sugiere que existen rutas alternativas de transporte a
vacuola, las cuales estan siendo caracterizadasy, a su vez, en muchos casos se presentan
interconexiones intrincadas entre estas rutas, lo cual complica la interpretacién de los

resultados (Di Sansebastiano y col 2017).
4.1.1. Transporte de proteinas a la vacuola por la via dependiente del GA

Segun el modelo mas aceptado el transporte a vacuolas liticas es mediado por
vesiculas CCV (clathrin coated vesicles) que se originan en el TGN y se cree que
depositarian su contenido dentro de los compartimientos pre-vacuolares PVC/MVBy en
las que intervendria homodlogos del receptor de direccionamiento vacuolar, como el
receptor de arveja (Pea sativum) BP80/ Arabidopsis thaliana-VSR1, que reconoce ssVSS
como por ejemplo NPIRL/NPIXL en la proteina a ser transportada (Matsuoka and
Neuhaus 1999, Vitale and Raikhel, 1999, Ahmed et al., 2000) y que se localizarian en el
Golgi y post-Golgi. Mdltiples evidencias apoyan este modelo, con ensayos recientes
demostrando que la unién del ligando al VSR ocurriria principalmente en las cisternas
del GA (Gershlick y col 2014). Sin embargo, este modelo es objeto de controversias y se
han propuesto diferentes modelos de direccionamiento y trafico divergentes, existiendo
evidencia que la interaccion con el cargo empezaria en el ER (Niemes y col 2010a) y
terminaria en el trans-Golgi (Kunzl y col 2016), apoyando el modelo no clasico de
transporte a vacuolas propuesto recientemente (Robinson y Pimpl, 2014).

En semillas en desarrollo de dicotiledéoneas como por ejemplo arveja, se
describieron que las vesiculas densas (DVs, dense vesicles) que emergen del complejo
de GA cis- o medio y transportan las proteinas de reserva a PSV. Estas vesiculas son
ligeramente mayores que las CCV y carecen de VSRs y en su lugar poseen RMRs (Vitale
y Raikhel, 1999, Hinz y col 1999, Hohl y col 1996, Vitale y Hinz, 2005, Dhonukshe y col
2007). Hay dos hipdtesis para explicar el destino final de las DVs, la mas simple establece
gue se fusionarian directamente al PSV (Liu y col 2013), mientras que la otra propuesta

establece que formarian los MVB que actuarian como el compartimiento prevacuolar

33



Introduccion

de reserva (Shen y col 2011). Teniendo esto en cuenta, si bien se necesita mas
informacién sobre el destino final de las DVs, las similitudes existentes entre estas y las
PVC es interesante y existe cada vez mds evidencia que muestra la interconexion de las
DVs y PVCs, lo cual representaria un punto de convergencia entre las vias de transporte

a LV y PSV (Hinz y col 2007, von Lupke y col 2008).
4.1.2. Via de transporte de proteinas a vacuola independientes del GA

En semillas en desarrollo de zapallo se encuentran las vesiculas PAC (precursor-
accumulating) que transportan precursores de proteinas de reserva directamente desde
el ER a PSV, estas vesiculas estan recubiertas de ribosomas (Hara-Nishimura y col 1998).
Como las PAC poseen VSRs como el PV72 y contienen glicoproteinas derivadas de GA se
ha sugerido que las vesiculas PAC podrian reclutar selectivamente componentes
provenientes del GA (Hara-Nishimura y col 1998, Shimada y col 2002). En este sentido,
el origen de las vesiculas PAC y la relacién del GA con esta via es todavia poco claro
(Pimpl y col 2006).

Otros tipos de transporte desde el ER hacia la vacuola han sido reportados. Uno
de ellos involucra cuerpos protéicos (PBs, protein bodies), los cuales difieren en tamano
y forma de las PACs, sin embargo, su contenido es muy similar. Se han descripto dos
tipos de PBs. En zapallo, la proteina gluteina se acumula en PB de tipo Il (PBIl) y luego es
transportada a la vacuola, mientras que la prolamina se deposita en PB de tipo | (PBI),
un subdominio del ER (Di Sansebastiano y col 2017). A su vez, Unicamente en plantas,
las proteinas residentes en LV pueden llegar a este compartimento a través de una via
gue no pasa por el GA, por medio de PBs que se desprenden del ER y que actian como
compartimentos intermedios (Pereira y col 2014, Xiang y col 2013, Hara-Nishimura y col
2004). Recientemente se ha propuesto que, en hojas, los PBs no se desprenden del ER,
sino que interaccionan con este de manera dindmica intercambiando proteinas
(Saberianfar y col 2016).

Un resumen de las diferentes vias identificadas por las cuales las proteinas

pueden alcanzar la vacuola se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Vias de transporte a vacuolas.

1. Ruta hacia LV mediada por el GA. En esta ruta se distinguen el modelo clasico de
transporte a vacuolas, en el cual el VSR reconoce a su ligando en el GA y el modelo no
clasico segun el cual dicha unién ocurriria en el ER.

2. Via de transporte a vacuola independiente del Sistema COPIl y del GA la cual estaria

mediada por PBs.
Via hacia PSV desde el GA mediada por DV, las cuales podrian formar los MVBs.
4. Ruta hacia la vacuola mediada por vesiculas PAC, las cuales podrian desprenderse del

ER o del GA, hacia PSV.

5. Ruta directa desde el ER hacia PSV mediada por PBs observada en semillas

w
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5. subfamilia de factores de transcripcion AFL

Los genes ABI3, FUS3 y LEC2 forman parte de la subfamilia AFL y junto con LEC1

son claves en la sintesis de proteinas de reserva (Verdier y Thompson, 2008). La red

conocida como LEC1/AFL (LAFL) regula la embriogénesis, maduracién, dormancia y

germinacién de la semilla (Carbonero y col 2017, Devic y Roscoe, 2016). LEC1 y LEC2 se

expresan en etapas tempranas del desarrollo de la semilla (morfogénesis) mientras que

FUS3 y ABI3 lo hacen en etapas tardias (maduracién) (Figura 9). Los genes LAFL han sido

asociados a incrementos en la sintesis de triglicéridos y proteinas de reserva de semilla,

biosintesis de antocianinas y represiéon de genes involucrados en la movilizacién de

reservas tales como amilasas y proteasas (Carbonero y col 2017).
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Figura 9. Modelo propuesto para la regulacion transcripcional de los genes de semilla por la red
AFL (ABI3/FUS3/LEC2) durante la embriogénesis, maduracién, dormancia y germinacion de

Arabidopsis.

Las curvas muestran los patrones de expresién temporal de LEC 2, FUS3 y ABI3 en las distintas etapas
de desarrollo. Los niveles de LEC2 se incrementa durante la morfogénesis mientas que FUS3 y ABI3 se
expresan durante la etapa de maduracion. Durante la dormancia y germinacion la red AFL es
reprimida. LEC1 se expresa también en etapas tempranas y potencia la accion de LEC2 y ABI3. La red
AFL estimula la sintesis de lipidos y proteinas de reserva durante la maduracion de la semilla. AIP,
Proteina de interaccion con ABI3; ARF10, factor de respuesta a axina 10; HSPs, proteina de shock
térmico; LEAs, proteinas abundantes en embriogénesis tardia; PA, proantocianinas; SOM, SOMNUS;
SSPs, proteinas de reserva de semilla; TTG1, Transparent Testa Glabra 1; TT2, Transparent Testa 2;
WRI1, WRINKLED1; YUC2/4, flavin monooxygenase-like 2 o 4.
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Los factores de transcripcidon AFL se caracterizan por contener el dominio de
unién a DNA exclusivo de plantas B3 (Figura 10A), que fue originalmente descripto en
VP1 (Viviparous-1, el ortélogo de maiz de ABI3) (Carbonero y col 2017). Este dominio
reconoce el motivo Sph (TCCATGCAT) presente en las regiones regulatorias de los genes
blancos (Suzuki y col 2014, Suzuki y col 1997). El elemento central de la secuencia de
DNA reconocida por el dominio B3 es denominado RY (CATG) y se encuentra conservado
en los genes AFL, sin embargo, su extension e identidad es variable, por ejemplo FUS3
reconoce la secuencia CGCATGCG y LEC2 la secuencia GCATGC (Baud y col 2016). En la
Figura 10B se muestra como los distintos factores LAFL interactian para estimular la
expresion de gen de la oleosina (Baud y col 2016) y la proteina de reserva 253 (Kroj y col
2003) de Arabidopsis thaliana. ABI3/VP1 posee ademas del dominio B3, en la regién N-
terminal el dominio COAR (Co-Activator/Co-Repressor) (Figura 10A), que tiene una
region acidica (A1) y las regiones basicas B1 y B2 (Jia y col 2013, Carbonero y col 2017)
las cuales median una via de sefializacion de acido abscisico a través de la interaccidn
fisica con proteinas bZIP relacionadas con ABI5 (Suzukiy col 2014). Los dominios Aly B1

se perdieron en LEC2 y FUS3 (Carbonero y col 2017).
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Figura 10. Estructura general de los genes AFL (ABI3/FUS3/LEC2) y el reconocimiento de secuencias
regulatorias presentes en promotores especificos de semilla.

A: Estructura general de los genes AFL de Arabidopsis. EIl dominio B3 de ABI3/Viviparous 1 se une
especificamente al motivo Sph presente en promotores especificos de semilla. La region Nterminal de
ABI3 posee el dominio COAR (Co-Activator/Co-Repressor) con una regién acidica (A1) y dos regiones
basicas B1y B2. FUS3 y LEC2 carecen de los dominios Al y B1.

B. Modelo que muestra la regulacién transcripcional de los promotores de la oleosina 1y la proteina
de reserva 253 de Arabidopsis por la red LAFL. Barras azules motivos RY-like (RYL); barras rojas,
motivos G-box like (GBL). El dominio RY-like posee un elemento central (CATG) que esta conservado
en los genes AFL, pero la extensidn e identidad de la secuencia reconocida es variable.
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LEC1 es un factor de transcripcion del tipo NF-YB, que estimula la sintesis de LEC2
y ABI3 pero no de FUS3 (Boulard y col 2018). Esto se debe a que LEC1 interactua con una
secuencia del dominio B2 que esta conservada en los factores de transcripciéon LEC2 y
ABI3 pero que ha sufrido mutaciones en el gen FUS3 (Boulard y col 2018). LEC1 posee
funciones mas amplias que la regulacidn de la red AFL y actla sobre varios set de genes
que participan en las distintas etapas del desarrollo de la semilla y también en la sintesis
de acido giberélico y abscisico (Jo y col 2019). Asimismo se ha demostrado que LEC1
seria un factor de transcripcion pionero debido a que promueve la diferenciacion celular
por reprogramaciones epigenéticas a través de modificaciones de la cromatina vy
metilacion del DNA (Tao y col 2017).

Los genes AFL se encuentran muy extendidos el reino vegetal encontrandose por
ejemplo en algas verdes unicelulares y pluricelulares, en gimnospermas, angiospemas,
dicotiledénea y monocotileddneas y otros organismos fotosintéticos. En angiospermas
poseen un rol clave en el desarrollo de semillas (Carbonero y col 2017). La funcién en
algas y otros organismos fotosintéticos aun no ha sido dilucidada (Carbonero y col 2017).
El cluster ABI3/VP1 existe en todas las plantas terrestres. FUS3 surgié por duplicacién
génica y esta presente en angiospermas y gimnospermas. LEC2 habria surgido por
duplicacién génica de FUS3 y se encuentra tanto en las plantas monocotileddneas y
dicotiledéneas que poseen al menos dos formas de este gen (Carbonero y col 2017).

La activacién de la red AFL es desencadenada por diversos factores que actuan
en las distintas etapas del desarrollo de la semilla. La sobreexpresion de AGAMOUS15
(AGL15) produce un incremento de LEC1 y LEC2 y subsecuentemente de ABI3, FUS3 y
LEC2 (Figura 11) (Devic y Roscoe, 2016). MYB118 es un activador de AFL en la transicién
del estado vegetativo a embriogénico, su accién resulta en un incremento de LEC1 y en
la acumulacidn de lipidos de reserva en tejidos vegetativos (Devic y Roscoe, 2016). La
expresion de CHR5 en etapas tempranas de desarrollo activa la red AFL. CHR5 se asocia
a los promotores de ABI3 y FUS3. A través de mutaciones en DCL1 se confirmd también
el rol de miRNAs en la induccion del programa de maduracién. Evidencias indirectas
sugieren la participacién del miR156 durante la embriogénesis el cual a través de la
degradacion de SPL10 y SPL11 evitaria la expresion precoz de los genes LEC2 y FUS3 que
intervienen en la maduracién. En la transicion de morfogénesis a maduracién, se

favorece la transcripcion de SPL10 y SPL11 lo que permite superar la represion de la
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expresion de LEC2 y FUS3. La transicion de morfogénesis a maduracion, también esta
controlada por miR166 cuyo blanco es PHAVOLUTA (PHV) y PHABULOSA (PHB), que
actlan como activadores de LEC2. FUS3 interviene retro-regulando la red de activacion
siendo AGL15, MYB118 y miRNA156 sus blancos (Devic y Roscoe, 2016).

La transicién al estado vegetativo requiere de la eficiente represion de la red AFL.
Esto ocurre por medio de un fuerte control epigenético mediado por el silenciamiento
transcripcional mediante la marca represora H3K27me3 en la cromatina. VAL/HSIB3,
junto con co-represores reclutan al complejo histona desacetilasa (HDACs, histone
deactylases) en los genes blancos conteniendo motivos RY lo que produce el paso a
cromatina inactiva transcripcionalmente bloqueando la red AFL (Devic y Roscoe, 2016).
En este proceso también intervienen PRC (Polycomb Repressive Complex) que actuan
sobre las proteinas que remodelan la cromatina. Tanto PRC1 como PCR2 reprimen la
expresion de la red AFL. Otras proteinas que intervienen en la represion de la red AFL
son ASIL1 y SCL15. FUS3 también lo hace a través de su interaccién con VAL1, PICKLE y
la subunidad RING1b de PRC1 en ejerciendo de esta manera una retroalimentacion
negativa (Devic y Roscoe, 2016).

Los factores de transcripcion LEC1 y LEC2, como asi también WUSCHEL, BABY
BOOM, AGL15 y PLETHORAS favorecen la embriogénesis somatica cuando son sobre-
expresados. La embriogénesis somatica ademas es desencadenada por reguladores
epigenéticos como PCR2 (Polycomb Repressive Complex 2) y HDACs (Kadokura y col
2018).
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Figura 11. Regulacidon transcripcional y postranscripcional de la red AFL durante el desarrollo del
embridn y transicidn al crecimiento vegetativo de arabidopsis.

Las flechas negras indican control propio y mutuo y la representacion grafica de los factores no implica
jerarquia de las interacciones génicas. Las flechas verdes enteras indican activacion de la red, mientras
que las verdes punteadas potencial activacidn. Las flechas grises indican retroalimentacién, mientras
que las grises punteadas activacion de genes relacionados a las reservas. Por ultimo las flechas con
forma de T indican represion o silenciamiento. ABSCISSIC ACID INSENSITIVE3 (ABI3), FUSCA3 (FUS3),
LEAFY COTYLEDON1 (LEC1) LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2), AGAMOUS15 (AGL15), CHR5 (Chromodomain,
Helicase and DNA-binding CHD1), VAL/HSIB3 factores B3 represores. Polycomb Repressive Complexes
(PRC) AGL15 y MYB118 son activadores de la red AFL. WR1l = WRINKLED1 es un factor especifico de
tejido que activa la sintesis de acidos grasos. TAG = Triacylglycerol.

A pesar del fuerte control epigenético, transcripcional y post-transcripcional de
la red AFL la expresion ectdpica de un Unico AFL como por ejemplo LEC2 puede inducir
la sintesis de reservas en hojas (Santos Mendoza y col 2005). Diversas publicaciones
muestran que la expresion en ectdpica de LEC2 modifica las caracteristicas de la vacuola
central de la hoja generando vacuolas mas pequenas del tipo de las PSV encontradas en

semilla (Feeney y col 2013c, Feeney y col 2013a), estrategia ha sido descripta como de
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estabilizacién por direccionamiento a PSV inducidos en tejidos vegetativos (Saberianfar,
2018).

LEC2 y otras proteinas AFL son reguladores maestros que promueven procesos
metabdlicos que requieren de un mayor suministro de energia y desarrollo de la via
secretoria. Este tipo de cambios en otros sistemas de expresidon se logra por
sobreexpresidn por ejemplo de XBP que interviene en la diferenciacién de una célula a
profesional secretoria (Shaffer y col 2004). En células vegetales, estrategias de ingenieria
de la capacidad de secrecidén aun no han sido publicadas, aunque el uso de ortélogos de
plantas de XBP ha sido propuesto como una alternativa (Gomord y col 2013). A nivel de
aplicaciéon biotecnoldgica, se puede remarcar el uso del gen LEC2 para aumentar los
niveles y generar el cambio del patron de triglicéridos en hojas de tabaco, con la
finalidad de obtener biocombustibles (Andrianov y col 2010), sin embargo, su uso en
aumento de los rendimientos para producir proteinas recombinantes no ha sido

informado.
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Hipodtesis y Objetivos
Hipotesis y objetivos

Los antecedentes descriptos anteriormente muestran la importancia de los
sistemas de expresidn basados en plantas para la produccion de proteinas foraneas. En
particular si nos focalizamos en la sintesis proteinas en la via secretoria surgen algunas
cuestiones vinculadas al funcionamiento de la misma, a las modificaciones
postraduccionales y factores que afectan la estabilidad que se conocen escasamente y
que deben ser estudiadas en mas detalle

Por lo tanto, teniendo en cuenta:

1. Lainestabilidad de las proteinas heterdlogas en el apoplasto.

2. La existencia de vacuolas de naturaleza no hidroliticas como los PSV y de
vacuolas de naturaleza intermedia como la vacuola central.

3. La presencia de varias vias de transporte a vacuolas en células vegetales.
4. La escasa informacion sobre el proceso de N-glicosilaciéon de proteinas
vacuolares y la posterior modificacion de los N-glicanos en vacuolas.

5. Que la produccion de proteinas recombinantes en la via secretoria de
todos los sistemas de expresién esta limitada por la capacidad de
plegamiento y transporte.

6. Que las células que integran el embridon y endosperma constituyen
ejemplos de células secretorias profesionales por su gran capacidad de

sintetizar y almacenar proteinas y triglicéridos.

Se planted como primera hipdtesis de este trabajo que la expresién de una
glicoproteina vacuolar modelo, como por ejemplo una inmunoglobulina, seria de
utilidad para analizar el funcionamiento de la via de transporte a vacuolas y explorar las
posibles aplicaciones biotecnoldgicas de esta estrategia de direccionamiento.

La segunda hipdtesis fue que la sobreexpresién de factores de transcripcién
involucrados en el desarrollo de la semilla tendrian la capacidad de estimular el
desarrollo de la via secretoria, lo que permitiria mejorar el plegamiento de las proteinas
foraneas, su transporte a lo largo de la via secretoria y también incrementar su

estabilidad.
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Para contrastar esta hipotesis se optd por sintetizar en células vegetales
versiones vacuolares del anticuerpo monoclonal 14D9 que es una inmunoglobulina
murina de tipo gamma 1 que cataliza la transformacion estéreo selectiva de enoles
quirales (Reymond y col 1993). Aunque este anticuerpo no posee interés farmacéutico
presenta aplicaciones potenciales en sintesis organica. Ademas, se optd por trabajar con
el factor de transcripcién LEC2 proveniente de Arabidopsis thaliana, que es uno de los
integrantes de red conocida como AFL, la cual controla los procesos de formacion del
embrion, acumulacién de reservas, tolerancia a la desecacion y dormancia de las
semillas. Se seleccioné una estrategia de expresiodn transitoria mediante agroinfiltracion
en Nicotiana benthamiana, debido a las consideraciones expuestas en la introduccidn.

En este sentido se planted como objetivo general expresar inmunoglobulinas
fusionadas a sefiales de direccionamiento vacuolar Ct-VSS y ss-VSS en hojas de N.
benthamiana, analizar los rendimientos y via de transporte seguida y evaluar el impacto
de LEC2 en la sintesis de proteinas heterdlogas.

Para alcanzar este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos.

Objetivo 1: estudiar la sintesis de un anticuerpo completo dirigido a vacuolas
empleando dos seiales de direccionamiento vacuolar diferentes: ctVSS (Ab-ctVSS) y
ssVSS (Ab-ssVSS).

e Analizar la estabilidad de anticuerpos vacuolares (Ab-ctVSS y Ab-ctVSS).

e Evaluar la N-glicosilacién de los anticuerpos vacuolares.

e Determinar el destino final de los anticuerpos fusionados a las sefales de

direccionamiento vacuolar
e Evaluar la ruta de transporte seguida por las distintas versiones del

anticuerpo.

Objetivo 2: Evaluar el impacto de LEC2 en la sintesis de proteinas heterdlogas.
e Clonar el gen LEC2 en un vector binario de expresién en plantas.
e Ajustar las condiciones de expresion transitoria de LEC2 en hojas de

N.benthamiana.
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Analizar los efectos de LEC2 en la expresion de reporteros y
funcionamiento de la via secretoria.
Evaluar el impacto de LEC2 en la sintesis de inmunoglobulinas dirigidas a

distintos compartimientos.
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Direccionamiento vacuolar de anticuerpos
recombinantes en hojas de Nicotiana benthamiana

1. Introduccidén

La sintesis de proteinas de interés farmacéutico e industrial en plantas se ha
vuelto una realidad con numerosos productos en el mercado y la existencia de
numerosas tecnologias e instalaciones para produccion a gran escala (Sack y col 2015,
Lomonossoff y D'Aoust, 2016). Sistemas de produccién estable y transitorio han sido
utilizados con éxito para la produccién de mAbs en diferentes especies de plantas, asi
como en diferentes tejidos y compartimentos subcelulares (De Muynck y col 2010,
Donini y Marusic, 2019). Los niveles de acumulacién de proteinas recombinantes
dependen de multiples factores, entre ellos, la localizacién subcelular (Egelkrout y col
2012). Las inmunoglobulinas son generalmente direccionadas al espacio apoplastico,
espacio donde suelen sufrir de una intensa protedlisis (Benchabane y col 2008a, Niemer
y col 2014). Es por ello que el direccionamiento a otras organelas se ha considerado
como estrategias alternativas para mejorar su acumulacién. En este sentido, la retencién
de Abs en el ER suele resultar en aumentos en los rendimientos (De Muynck y col 2010,
Julve Parreno y col 2018). Si bien la vacuola central en plantas es considerada un
ambiente hostil para la acumulacion de proteinas heterdlogas debido a su naturaleza
hibrida, ha sido demostrado que algunas proteinas, como la glucocerebrosidasa
(Shaaltiel y col 2007), alfa-manosidasa (De Marchis y col 2013), el factor del
complemento humano C5a (Nausch y col 2012), coldgeno (Stein y col 2009), la
transglutaminasa 2 humana (Marin Viegas y col 2015) y la endolisina del bacteriéfago
CP933 (Kovalskaya y col 2015) cellobiohidrolasa Il (Harrison y col 2014, Harrison y col
2011), pueden acumularse en esta organela. En contraste, en células de zanahoria en
suspension, las versiones secretorias de 1gG1 e igG4 humanas alcanzaros rendimientos
mayores que las variantes de ER y vacuola (Shaaltiel y col 2012). La acumulacion de
anticuerpos completos en vacuolas de hojas no ha sido estudiada.

Como se detallé en la introduccidn general, seccidn 4, |a via secretoria en plantas

es mdas compleja que en otros organismos eucariotas y en células vegetales coexisten
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multiples compartimentos vacuolares con funciones de reserva o degradacion (Guang-
Yuh Jauh y Rogers, 1998, Paris y col 1996, Frigerio y col 2008). Vacuolas de pequefio
tamafio se fusionan para dar origen a vacuolas de mayor tamafio cuando diferentes
procesos celulares tienen lugar (Zhang y col 2014). A su vez, proteinas con sefales de
direccionamiento vacuolar pueden ser transportadas a este compartimento siguiendo
diferentes rutas. La via de transporte convencional involucra la exportacién desde el ER
mediada por vesiculas del complejo proteico COPIl seguido por el transporte por el
complejo de Golgi y post-Golgi (Xiang y col 2013). Adicionalmente, se ha descripto una
via de transporte desde el ER hacia la vacuola que es independiente de las vesiculas
COPII (De Marchis y col 2013, Viotti y col 2013). Las proteinas vacuolares poseen
diferentes sefiales de direccionamiento vacuolares, las cuales pueden ser secuencia
especificas, los motivos NPIXL o NPIR, o secuencias hidrofdobicas C-terminales
(Matsuoka, 1999, Vitale, 1999). Estas VSSs son reconocidas especificamente por
receptores de direccionamiento vacuolares que se localizan en el Golgi y post-Golgi, lo
cual sugiere un mecanismo similar al de la via de vesiculas recubiertas de clatrina
encontradas en otros organismos eucariotas (Niemes y col 2010b, Hinz y col 2007). Sin
embargo, ha sido reportado que la interacciéon entre el cargo vacuolar con su VSR es
iniciada en el ER (Niemes y col 2010a) y dicha interaccién finaliza en el trans-Golgi y
compartimentos prevacuolares (Kunzl y col 2016), lo cual apoyaria el modelo no
convencional de transporte de proteinas vacuolares (Robinson y Pimpl, 2014, Xiang y col
2013).

Por los expuesto en la secciéon 3.2 de la introduccidon general proteinas N-
glicosiladas, como las Igs, son moléculas adecuadas para estudiar los mecanismos de
direccionamiento vacuolar debido a que el patron de N-glicosilacidn que presentan

permiten realizar inferencias sobre los procesos de trafico intracelulares.

En el presente capitulo se estudiara el impacto del direccionamiento a vacuola
en la acumulacion de un IgG en hojas de Nicotiana benthamiana. Con este objetivo, se
fusionaron dos sefiales de direccionamiento a vacuola diferentes provenientes de la
glubulina 11S de amaranto (KISIA, Ct y NIFRGF, ss) a la cadena pesada del anticuerpo

monoclonal 14D9. A su vez, otro de los propdsitos del siguiente trabajo fue aportar
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informacidén para elucidar los mecanismos de transporte a vacuolas y el procesamiento

de N-glicanos en este compartimento.
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2. Resultados

2.1. Expresion transitoria de las variantes del mAb 14D9 en hojas de Nicotiana
benthamiana

Con la finalidad de estudiar el impacto de la localizacidon subcelular en Ia
acumulacién de una IgG completa, la cadena liviana (LC) portando la secuencia nativa
del péptido sefial (sec-LC) del anticuerpo monoclonal 14D9 fue combinada con
diferentes versiones de la cadena pesada (HC), como es mostrado en la figura I.1. Las
versiones secretorias (sec-HC) y de reticulo (sec-HC) fueron utilizadas como referencias.
La cadena pesada del anticuerpo 14D9 fue fusionada a secuencias de direccionamiento
vacuolar bien caracterizadas, KISIA (vacl-HC) y NIFRGF (vac2-HC), provenientes de la
proteina de reserva 11S de amaranto. Los ensayos de expresién transitoria en hojas de
N. benthamiana fueron realizados por infiltracion de Agrobacterium tumefaciens que
portaban los genes de sec-LC y las diferentes variantes de HC: (i) sec-HC, para generar la
version secretoria (sec-Ab), (ii) ER-HC, para generar ER-Ab, (iii) vac1-HC y vac2-HC para

producir vacl-Ab y vac2-Ab, respectivamente.

sec-LC SP LC

Vacl-HC KISIA
Vac2-HC

sec-LC-RFP LC

Sec-HC-RFP B4

Vacl-HC-RFP Iy KISIA

Figura I.1. Representacion esquematica de las construcciones del mAb 14D9 utilizadas para ensayos
de expresion transitoria mediada por agrobacterium tumefaciens.

Las proteinas fueron introducidas en la via secretoria utilizando el péptido sefal de una
inmunoglobulina gamma-1 de ratén (Petruccelli y col., 2006). Las construcciones codificantes para la
cadena pesada se encuentran en versiones: secretoria (sec-HC), de reticulo endoplasmico (ER-HC),
vacuolares (Vacl-HC y vac2-HC) y las fusionadas a RFP: secretoria (sec-HC-RFP) y vacuolar (HC-RFP-
ctVSS). Las construcciones codificantes para la cadena liviana son las versiones: secretoria sec-LC y
sec-LC-RFP. Las sefiales vacuolares son KISIA (CtVSS) y NIFRGF (ssVSS) (Petruccelli, y col 2007).
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Los niveles de acumulacién fueron analizados por ELISA tipo sandwich, utilizando
hojas provenientes de cinto plantas diferentes para cada replicado bioldgico y al menos
tres ensayos independientes. Los maximos niveles de expresidn fueron obtenidos entre
los dias 5 — 8 post-infiltracidn. Los niveles de expresidén obtenidos mediante ELISA para
ER y vac-Abs fueron similares entre ellos (1.57% — 1.73% de la proteina total soluble,
TSP) y fueron entre 10 — 15 veces mayores que los niveles observados para la version
secretoria (0,13 + 0.02%TSP). Posteriormente, se realizé un ensayo de ELISA indirecto
con la finalidad de testear si LC y HC se ensamblaron en anticuerpos funcionales
evaluando su capacidad de reconocer a su correspondiente antigeno. Las cuatro
versiones de los anticuerpos fueron capaces de reconocer al hapteno (figural.2b)y, a su
vez, la sefial obtenida mostrd una buena correlacién con los niveles de acumulacion

obtenidos por ELISA sandwich (figura |.2a).
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Figura 1.2. Determinacion de los niveles de expresion y union a su antigeno de 14D9 por ELISA.

A) Niveles de acumulaciéon de las diferentes versiones del Ab en hojas agroinfiltradas de N.
benthamiana. Los niveles de acumulacion fueron cuantificados por ELISA sandwich en tres replicados
bioldgicos y fueron expresados como % de la proteina total soluble (TSP). Las barras de error
representan error estandar de la media (SEM). **** denota diferencia estadistica utilizando el test de
Tukey (p < 0,0001). Los niveles de ER-Ab, vac1-Ab y vac2-AB fueron 10-15 veces mayores que los de
sec-Ab. Los niveles de las versiones de ER y vacuolares no difirieron significativamente entre ellos.

B) Reconocimiento de BSA-14D9 hapteno. Se realizé un ensayo de ELISA indirecto utilizando la misma
cantidad de proteina total soluble de hoja por well. Los valores fueron expresados como DO a 650 nm
por mg de proteina. Los datos presentan la media + SEM de tres ensayos independientes. Las cuatro
versiones del Ab reconocieron al hapteno, indicando que la inmunoglobulina se plegd correctamente.
Diferencia estadisticamente significativa por test de Tukey: **** p <0,0001, ** p < 0,01, * p £0,05.
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Los anticuerpos fueron purificados de hojas utilizando cromatografia de afinidad
con proteina G y analizados por inmunoblot usando suero anti-mouse Ig para su
deteccidn. En condiciones reductoras, dos bandas de 25 kDa y 52 kDa fueron detectadas
(Figura I.3a), correspondientes a LCy HC respectivamente. Mientras que, en condiciones
no reductoras, las cuatro versiones del Ab dieron una Unica banda de peso molecular
170 kDa (Figura 1.3b), confirmando que las cuatro variantes de HC utilizadas pueden
ensamblarse con LC para formar heterotetrameros y que los anticuerpos ensamblados

pueden purificarse de las hojas.

A Reductor B No Reductor

ER- wWac1l Vac2? ER- WVacl Wvac2?

Figura 1.3 Inmunodeteccion de los anticuerpos purificados.

Se realizé un SDS-PAGE en condiciones reductoras (A) y no reductoras (B) y la deteccidn se realizd
utilizando suero de cabra anti-IgG de raton biotinilado. Las flechas negras indican a la IgG ensamblada
(170kDa), HC (52kDa) y LC (25kDa). Los pesos moleculares estan expresados en kilo-Dalton.

2.2.  Patron de glicosilacion del mAb14D9

El patrén de glicosilaciéon de los anticuerpos purificados fue determinado por
MALDI-TOF-MS como es descripto por Stadlmann y col (2008). El espectro de masa del
glicopéptido EEQFNSTFR (1157,52 Da), el cual porta el unico sitio de glicosilacién del
anticuerpo 14D9 (Asn297, localizado en el dominio de la fraccién constante) de las
diferentes variantes de los anticuerpos purificados es mostrado en la figura |.4. Sec-Ab
exhibe principalmente N-glicanos complejos compuestos por estructuras GnGnXF, GnF
y GnGn (73%), tipicas de oligosacdridos procesados en el Golgi (Tabla I.1).
Notablemente, 27% de las estructuras presentes corresponden a corresponden a

glicanos oligomanosidicos (Man 7-9). En contraste, vacl y vac2-Ab presentaron
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mayoritariamente estructuras oligomanosidicas (75%), tipicas de moléculas retenidas
en el ER. Asuvez, se observa un 25% de estructuras nGnXF. No se detectaron estructuras

paucimanosidicas en las variantes vacuolares (Tabla I.1).
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Figura 1.4. Espectro de masa del glicopéptido EEQFNSTFR (1157,52 Da)
El glicopéptido EEQFNSTFR porta el Unico sitio de glicosilacion del anticuerpo 14D9 (Asn297 localizado
en el dominio de la fraccidon constante) perteneciente a: sec-Ab (A), vacl-Ab (B) y vac2-Ab (C).
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Tabla 1.1 Perfil de N-glicanos de las diferentes variantes del Ab 14D9

73 25
43 25
14 =
16 -
27 75

2.3.  Localizacién subcelular de las diferentes versiones del anticuerpo 14D9

Diferentes versiones del anticuerpo fusionadas a RFP fueron generadas (Figura
1.1) y la deposicién de proteinas fue monitoreada por microscopia confocal de escaneo
laser (CLSM). Conjuntamente se analizd la expresion de las diferentes versiones de HC y
LC fusionadas a RFP generadas con la finalidad de confirmar que la fusién a RFP no
afectaba la localizacién subcelular de los diferentes Ab. La Figura I.5A muestra que sec-
LC-RFP presenta un patrén irregular en el borde de la célula de la hoja, el cual es tipico
de localizacidn apoplastica (la fluorescencia roja se muestra en magenta en la figura) y
no se observa colocalizacion con ER-GFP. En contraste, sec-HC-RFP exhibe un patrén
tipico de reticulo endoplasmico y colocaliza con ER-GFP (Figura I.5B, el color blanco
proviene de la fusion de los canales verde de GFP y magenta de RFP). Este resultado
concuerda con el modelo propuesto para el ensamblado in vivo de Ig, el cual indica que
el dominio CH1 de HC no puede plegarse en ausencia de LCy, por lo tanto, se mantiene
retenida en el ER (Feige y col 2009). Al expresar sec-LC-RFP y sec-HC-RFP, se observa un
patron apoplastico (Figura 1.5C), lo cual indicaria que la fusién a RFP no afecta la
localizacion final de sec-Ab-RFP. De manera similar, al expresar sec-LC y sec-HC-RFP
(figura 1.5d) o sec-LC-RFP y sec-HC (Figura |.5E) se obtiene el mismo patrén de apoplasto.
Cuando se coexpresan sec-LC-RFP con ER-HC (Figura I.5F) un patrén tipico de ER es
obtenido. En cambio, al expresar a sec-LC-RFP con vac1-HC (Figura I.5G), vac2-HC (Figura
I.5H) y vac1-HC-RFP (Figura I.51) se observo una intensa fluorescencia roja en el lumen
de la vacuola central, sin presencia de colocalizacién con ER-GFP, ni siquiera alrededor
de la envoltura nuclear. Con la finalidad de estudiar la eficiencia del direccionamiento
vacuolar, un analisis cuantitativo fue realizado. Fluorescencia roja fue detectada en

76,6% + 8,3y 79,4% + 11,5 de las células de la epidermis que expresaban vacl-Ab-RFP y
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vac2-Ab-RFP, respectivamente (Figura 1.6), lo cual confirma que ambas proteinas fueron
eficientemente direccionadas a la vacuola. Adicionalmente, la presencia de
fluorescencia roja en hojas infiltradas con agrobacterias que portaban las
construcciones de sec-Ab y ER-Ab fueron también analizadas y en ambos casos fue
inferior al 5%. Teniendo en cuenta estos resultados, puede anticiparse que las
estructuras oligosacdridas observadas en los vac-Abs no se debieron a retencion parcial

en el ER, sino que provienen de anticuerpos presentes en la vacuola.
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Figura 1.5 Localizacién subcelular de las diferentes versiones del Ab por CLSM.

Hojas de N. benthamiana fueron infiltradas con ER-GFP y diferentes combinaciones de HC- y LC-RFP
como se indica a continuacion sec-LC-RFP (A), sec-HC-RFP (B), sec-LCRFP + sec-HC-RFP (C), sec-LC + sec-
HC-RFP (D), sec-LC-RFP + sec-HC (E), sec-LC-RFP + ER-HC (F), sec-LC-RFP + vac1-HC (G), sec-LC-RFP +
vac2-HC (H), sec-LC + vac1-HC-RFP (l). Las imagenes corresponden a la superposicion de los canales
rojo (mostrado en magenta) y verde. La colocalizacion es mostrada en blanco. (A) sec-RFP presenta un
patrén irregular rojo tipico de localizacién en el apoplasto. (B) sec-HC-RFP presenta un patrén tipico del
reticulo endopldsmico. (C) sec-LC-RFP + sec-HC-RFP presentaron un patron de localizacién en el
apoplasto. (D, E) sec-LC + sec-HC-RFP y sec-LC-RFP + sec-HC se localizaron en el apoplasto. () sec-LC-
RFP + ER-HC presentaron un patrén de ER. (G-1) sec-LC-RFP + vac1-HC, sec-LC-RFP + vac2-HCy sec-LC +
vac1l-HC-RFP mostraron una intensa fluorescencia roja en el lumen de la vacuola central. Escala de la
barra 15 um.
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Figura 1.6. Eficiencia del direccionamiento vacuolar.

Parte I: Micrografias de células de epidermis de hojas de N. benthamiana (A) sec-LC-RFP + vacl-HC;
(B) sec-LC + vac1-HC-RFP; (C) sec-LC-RFP + vac2-HC; (D) vector pGWB?2 vacio. Escala de la barra 50 um.
Part Il: andlisis cuantitativo de la eficiencia del direccionamiento vacuolar. Se conté el nimero de
células con marca roja en la vacuola central sobre el nimero total de células en diez imagenes
obtenidas con baja magnificacion de hojas expresando sec-LC-RFP + vac1-HC o sec-LC-RFP + vac2-HC.
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Para verificar que la fluorescencia roja observada proviene de las fusiones HC-
RFP y LC-RFP intactas, se realizé un inmunoblot en condiciones reductoras utilizando
anticuerpo especifico contra RFP (Figura 1.7). S6lo bandas de 50 kDa y 77 kDa,
correspondientes a LC-RFP y HC-RFP, respectivamente, fueron detectadas para las
diferentes combinaciones de LC y HC (Figura 1.7), lo cual confirma la integridad de las

fusiones a RFP.

Anti-RFP
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Figura I.7. Andlisis de la integridad de las fusiones a RFP por inmunoblot.

Extractos totales de hojas de N. benthamiana infiltradas como se describié en la figura 5 fueron
separados por SDS-PAGE en condiciones reductoras y la integridad de las fusiones fue monitoreada
utilizando anticuerpos contra RFR. Calle A: sec-LC-RFP; Calle B: sec-HC-RFP; Calle C: sec-LC-RFP + sec-
HC-RFP; Calle D: sec-LC + secHC-RFP; Calle E: sec-LC-RFP + sec-HC; Calle F: sec-LC-RFP + ER-HC; Calle
G: sec-LC-RFP + vacl-HC; Calle H: sec-LC-RFP + vac2-HC; Calle I: sec-LC + vacl-HC-RFP: Los pesos
moleculares estan expresados en kilo-Dalton.

Debido a que la intensa fluorescencia roja presente en el lumen de la vacuola
central podria enmascarar el patrén de ER, se aislaron microsomas de hojas infiltradas
con las cuatro variantes del anticuerpo vy las fracciones obtenidas fueron analizadas por
inmunoblot. La figura |.8 muestra que tanto vacl-Ab y vac2-Ab, asi como sec-Ab fueron
detectados Unicamente en la fraccidon soluble (FS). Por otro lado, ER-Ab fue detectado
tanto en la FS como en el pellet microsomal (PM). Este resultado concuerda con el
obtenido para otras proteinas residentes del ER como BiP (Abas y Luschnig, 2010,

Yamamoto y col 2008). Estos resultados confirman que uUnicamente ER-Ab se
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encontraba localizado en el ER, mientras las otras variantes del Ab estuvieron ausentes
en la fraccion microsomal, por lo tanto, las estructuras de glicanos observadas en los

vac-Abs no se debieron a retencion en el ER.

sec-Ab ER-Ab vacl-Ab vac2-Ab

_MF_ _SF _MP _SF__MP _SF __MP _SF_

Figura 1.8. Inmunodeteccion de las fracciones onbetidas al aislar microsomas.

Hojas de N. benthamiana fueron infiltradas con agrobacterium que portaban sec-LC + sec-HC (sec-
Ab), sec-LC+ ER-HC (ER-Ab), sec-LC+ vacl-HC (vacl-Ab) or sec-LC + vac2-HC (vac2-Aby molidas en
buffer de extraccidn que contenia sacarosa. La fraccion soluble (SF) y el pellet microsomal (MP) fueron
aislados mediante centrifugacion difetencial. SF y MP fueron separados por SDS-PAGE en condiciones
reductoras y la inmunodeteccidn se realize utilizando un Suero contra IgG de ratéon. Sec-Ab, vacl-Ab
and vac2-Ab fueron detectados unicamente en la SF mientras que ER-Ab fue detectada en ambas
fracciones. Las flechas negras indican HC (52 kDa) y LC (25 kDa). Los pesos moleculares se indican en
kilo-Dalton.
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3. Discusidn

Actualmente, diferentes especies de plantas pueden ser modificadas para
producir anticuerpos monoclonales, como Nicotiana benthamiana, Arabidopsis
thaliana, lechuga, maiz y tomate, sin embargo, las plataformas mds avanzadas para
producir inmunoglobulinas G en plantas son los sistemas de expresion, tanto estables
como transitorios, en hojas de tabaco, donde es posible alcanzar rendimientos de varios
miligramos por kilogramo de hoja (Donini y Marusic, 2019, Yusibov y col 2016, Mapp
Biopharmaceuticals, 2015, Ma y col 2015). En este tejido, los anticuerpos son
generalmente direccionados al apoplasto, un entorno que favorece la degradacion
proteica (Benchabane y col 2008a, Niemer y col 2014). Diferentes estrategias han sido
probadas para prevenir la degradacion de proteinas en este espacio (Goulet y col 2012,
Jutras y col 2015a, Robert y col 2013a), sin embargo, aun no se han logrado soluciones
satisfactorias. En este sentido, el direccionamiento de las inmunoglobulinas a diferentes
espacios intracelulares es una estrategia ampliamente utilizada. En este capitulo se
realizé un andlisis del impacto de direccionar anticuerpos completos a vacuolas en hojas
de N. benthamiana. Demostrando que las variantes vacuolares ensayadas del mAb14D9
se acumularon en niveles 10 — 15 veces mayores que la version secretoria. Si bien ha
sido reportado que la retenciéon de anticuerpos en el ER resulta en algunos casos en
aumentos en los niveles de acumulacion (Song y col 2018, Juarez y col 2013, Ko y col
2005, Petruccelliy col 2006a), la acumulacion de Ig direccionadas a vacuola en hojas no
habia sido reportada previamente. Sélo un reporte comparaba los niveles de
acumulacién en apoplasto y vacuolas de mAbs expresados en células de zanahoria en
suspension, y en este caso los mayores niveles de acumulacion para las 1gG1l y 4
humanas fueron obtenidos para las variantes secretadas (Shaaltiel y col 2012). A pesar
de que se ha reportado la presencia de enzimas proteoliticas en la vacuola central
(Jaquinod y col 2007), la degradacion proteica depende de varios factores como
condiciones ambientales (por ejemplo pH) que influencian la actividad proteolitica. Por
ejemplo, la variante vacuolar de GFP es propensa a sufrir protedlisis como resultado de
la acidificacion dependiente de la luz de la vacuola, sin embargo, es estable en
condiciones de oscuridad (Tamura y col 2003). Aqui, mostramos que una IgG de raton

se acumula en altos niveles en la vacuola central, demostrando baja actividad

63



Capitulo |

proteolitica relacionada a anticuerpos. Resultados similares fueron reportados para la
a-manosidasa humana (De Marchis y col 2013), factor del complemento humano C5a
(Nausch y col 2012), colageno (Stein y col 2009), inhibidor de proteasas al humano (Jha
y col 2012) y transglutaminasa2 humana (Marin Viegas y col 2015).

A su vez, se demostrd la robustez de la fusion a RFP para visualizar la localizacién
subcelular de los Abs. Estas fusiones tienen que ser realizadas con mucho cuidado
debido a que podrian intervenir con las propiedades del anticuerpo. En células de
animales, la fusion de IgG a citrina (proteina fluorescente amarilla) pero no a GFP resulta
en la produccién de la inmunoglobulina correctamente plegada, secretada y funcional
(Haas y col 2010). En plantas, poco es sabido acerca del impacto de la fusidn de proteinas
fluorescentes. La fusion a RFP monomérica y la proteina fluorescente amarilla venus al
anticuerpo monoclonal 2G12 resulto en moléculas que no fueron secretadas, siendo
retenidas en compartimentos pre-vacuolares (lrons y col 2008). A diferencia de estos
ejemplos citados, en el presente trabajo se mostré que las fusiones del anticuerpo 14D9
a RFP fueron eficientemente direccionadas a su localizacion subcelular final.

La presencia predominante de N-glicanos complejos (GnGnXF, GnGn y GnGnF)
en sec-Ab indica su transporte a través del aparato de Golgi. Los estudios de CLSM
realizados demostraron que las diferentes versiones del anticuerpo secretorio utilizadas
son correctamente secretadas. No se observé colocalizacién con ER-GFP, indicando que
s6lo trazas del anticuerpo se encontraban retenidas o en transito en el ER.
Adicionalmente, andlisis de inmunoblot de las fracciones microsomales indicaron que
sec-Ab no se localiza en el ER. Por lo tanto, la fraccidon oligomanosidica detectada
(aproximadamente 27%) podria deberse a una exposicion limitada del sitio de
glicosilacion de la Fc lo cual impididé la accion de las enzimas implicadas en el
procesamiento posterior de los glicanos. Resultados similares fueron obtenidos para
otros anticuerpos secretorios producidos en plantas (Loos y col 2011b, Loos y col 2011d,
Westerhof y col 2014). Curiosamente, los vac-Abs presentaron predominantemente
estructuras oligomanosidicas (75%) y una porcidon significativa (25%) de glicanos
complejos. Debido a que estos anticuerpos fueron detectados Unicamente el lumen de
la vacuola central por CLSM y el inmunoblot de las fracciones microsomales no mostré
sefiales de retencion en el ER, esto indicaria que estas variantes del anticuerpo son

transportadas a la vacuola central siguiendo dos vias diferentes: una directa desde el ER
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hacia la vacuola (anticuerpos que presentan estructuras manosidicas) y una mediada
por el Golgi seguida por aquella moléculas que presentan estructuras de glicanos
complejas. Estos datos indican que, a pesar que el direccionamiento vacuolar
incrementa los niveles de acumulacién, Unicamente 25% de las moléculas presentan
glicanos completamente procesados, una formacion generalmente necesaria para
aplicaciones terapéuticas.

Los analisis de inmunoblot y de capacidad de unién a su antigeno, demostraron
que los vac-Abs se ensamblaron correctamente y eran funcionales. Es sabido que
proteinas no plegadas o plegadas incorrectamente en el ER activan la respuesta de
degradacion asociada al ER (ERAD), liberando proteinas del ER para su degradacion en
el proteosoma. A su vez, una ruta mediada por autofagia que transporta proteinas mal
plegadas a la vacuola para su degradacidn ha sido descripta (Yang y col 2016). Teniendo
en cuanta que HC y LC se ensamblan en inmunoglobulinas funciones en el ER (Feige y
col 2009), se puede anticipar que los vac-Abs fueron transportados a la vacuola como
proteinas completamente ensambladas. A su vez, como sec-Ab fue encontrado en el
apoplasto, es poco probable que los vac-Abs hayan sido transportados a la vacuola por
VSSs ocultos en la secuencia de la proteina, como ha sido reportado para una HC hibrida
IgA/G (Hadlington y col 2003).

Las Ct-VSS son tipicas de proteinas de reserva de semillas que son empaquetadas
en vesiculas densas que se desprenden del cis-Golgi, mientras que las ss-VSS son
caracteristicas de enzimas liticas encontradas en compartimentos del post-Golgi (Vitale
y Hinz, 2005). Estudios previos utilizando proteinas fluorescentes no glicosiladas
fusionadas a VSS derivados de proteinas de reserva de semilla o proteinas liticas
mostraron que estos reporteros se acumulaban en los mismos compartimentos pre-
vacuolares y que interactuaron con los receptores de direccionamiento vacuolar de
manera similar, indicando que los dos tipos de VSS seguirian la misma ruta de transporte
hacia la vacuola (Kunzl y col 2016, Niemes y col 2010a, Miao y col 2008). Aqui, usando
anticuerpos como reporteros, lo cual nos permitié seguir la ruta de transito seguida a
través del grado de glicosilacién, mostramos que las sefiales de direccionamiento C-
terminal y secuencia especifica direccionan la proteina cargo siguiendo la misma via, a
pesar que originalmente diferentes mecanismos de transporte fueron inferidos (Vitale

y Hinz, 2005).
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Una ruta de direccionamiento directa fue descripta en semillas de zapallo donde
vesiculas PAC transportan proteinas de reserva desde el ER hacia la vacuola sin pasar
por el Golgi (Mitsuhashi, 2001), sin embargo, en hojas poca informaciéon apoya un
transporte directo de proteinas cargo. El reconocimiento de los VSS por receptores de
reconocimiento en el ER (Niemes y col 2010a), su subsecuente separacién en el trans-
Golgi (Kunzl y col 2016) y el transporte de la a-manosidasa humana en hojas de tabaco

I “"

(De Marchis y col 2013) son otras pruebas del “modelo no cldsico” que ha sido
recientemente propuesto (Robinson y Pimpl, 2014). En el presente trabajo mostramos
que el 75% de las moléculas cargo siguen una ruta de transporte directa hacia la vacuola.
El motivo por el cual la misma inmunoglobulina alcanza la vacuola siguiendo dos vias de
transporte diferentes es todavia desconocido, sin embargo, saturacion de la via de
transporte como ocurre al sobreexpresar Inmunoglobulinas G en células CHO
(Hasegawa y col 2011) puede activar la via de transporte directo a vacuolas en plantas.

El patrén de N-glicosilacién de un reducido niumero de glicoproteinas vacuolares,
la mayoria de ellas de semillas, ha sido determinado, y basados es estos estudios, fue
postulado que en la vacuola los residuos terminales GIcCNAC de los oligosacaridos GnGn
son removidos para producir estructuras pausimanosidicas (Gomord y col 2010).
Adicionalmente, en células de zanahoria, la enzima glucocerebrosidasa fusionada a la
Ct-VSS de la quitinasa A de tabaco poseia mayoritariamente estructuras
pausimanosidicas (Shaaltiel y col 2007), lo cual apoya la eliminacién de los residuos
GIlcNAc terminales en vacuolas. Ademads, una IgG de ratén fusionada a la sefial NPIRL de
la esporamina expresada en células BY2 presentaron principalmente oligosacaridos del
tipo MMXF (Misaki y col 2011). A diferencia de estos resultados, los diferentes vac-Abs
estudiados no presentaron estructuras paucimanosidicas. De manera similar a estos
resultados, la IgA humana secretoria expresada en Nicotiana benthamiana se acumuld
en compartimentos intracelulares (cuerpos proteicos y vacuolas), pero no en el
apoplasto y presento predominantemente estructuras ricas en manosay la presencia de
estructuras pausimanosidicas fue limitada (Paul y col 2014). Por otro lado, una porcién
significativa de estructuras paucimanosidicas fue detectada en el fluido apoplastico al
analizar el secretoma de células de plantas (Schneider y col 2015) y en proteinas

recombinantes localizadas en el apoplastos (Castilho y col 2014, Dirnberger y col 2001).
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Considerando toda esta informacion se deberia reevaluar la consideracién de
que las estructuras pausimanosidicas son tipicas/especificas de vacuolas.

En conclusién, se demostré que la deposicion de anticuerpos en el interior
celular, ya sea el ER o la vacuola produce aumentos en los rendimientos de produccién
al compararlo con la acumulacién en el apoplasto. Es importante remarcar, que los
anticuerpos producidos en los diferentes compartimentos fueron funcionalmente
activos. Si bien el patréon de N-glicosilacion de los anticuerpos obtenidos
intracelularmente podrian no ser utiles para aplicaciones industriales donde es
preferible la presencia de estructuras complejas, estos podrian ser utiles para
aplicaciones biomédicas y de investigacion. Otra posible aplicacién podria ser la sintesis
de anticuerpos aglicosilados terapéuticos con funciones efectoras novedosas

(Hristodorov y col 2013).
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Efecto de LEC2 sobre la produccion de proteinas
heterdlogas

1. Introduccidén

LEC2 es un regulador clave del desarrollo de la semilla que posee un dominio de
unién al DNA de tipo B3, especifico de plantas. Esta regidn de unidn al DNA tiene roles
criticos durante el desarrollo y maduracidn de la semilla en Arabidopsis thaliana. A su
vez, LEC2 regula otros reguladores maestros, entre ellos LEC1 y otros factores de
transcripcion con dominio B3, FUS3 y ABI3. Estos factores de transcripcion forman una
red encargada de mantener la morfologia del suspensor, la especificacion de la
identidad de cotileddn, la progresidon por la fase de maduracidn y la supresién de la
germinacién prematura. LEC2 es un regulador positivo de LEC1, FUS3 y ABI3, v,
subsecuentemente, ABI3 y FUS3 se regulan positivamente durante la maduracién de la
semilla (Devic y Roscoe, 2016, Carbonero y col 2017).

Se ha determinado que LEC2 es responsable de regular la composiciéon quimica
de la semilla durante su proceso de llenado y semillas maduras de mutante de perdida
de funcion lec2 en A. thaliana poseen 15% menos proteinas y 30% menos lipidos
(Angeles-Nunez y Tiessen, 2011). LEC2 controla la transcripcion de los genes
hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD1) y las isoformas de OLEOSINA identificadas en
cuerpos lipidicos presentes en semillas maduras de A. thaliana. Ademas, un target
directo de LEC2 es WRI1 el cual esta involucrado en la acumulacién de triacilgliceridos
(TAGs) y en el metabolismo de acidos grasos en semillas maduras de Arabidopsis (Baud
y col 2009).

Ademas de regular la cantidad y composicion de acidos grasos en semillas, la
expresion ectdpica de LEC2 induce la formacion de embriones somaticos en tejidos
vegetativos al inducir la expresion de genes involucrados en la biosintesis de auxinas
(Wojcikowska y col 2013). A su vez, ha mostrado que es capaz de modificar las
caracteristicas de la vacuola central de la hoja generando vacuolas mas pequefias del
tipo de las PSV encontradas en semilla (Feeney y col 2013a, Feeney y col 2013b).

Las potenciales aplicaciones biotecnoldgicas de LEC2 han sido estudiadas por

estrategias de ingenieria metabdlica con el objetivo de expresar en tejidos vegetativos
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rutas biosintética que son usualmente Unicas de semillas. Este enfoque ha sido utilizado
con la finalidad de aumentar los niveles de acidos grasos en hojas para genera
biocombustibles (Smigocki y Bruccoleri, 2017, Andrianov y col 2010). Sin embargo, este
enfoque no ha sido aplicado en la produccién de proteinas de interés en plantas.

En este capitulo se estudiara los efectos de expresar transitoriamente el gen LEC2

de A. thaliana en hojas de N. benthamiana en la acumulacién de proteinas foraneas.
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2. Resultados

2.1. Expresion transitoria del gen LEC2 de Arabidopsis thaliana en hojas de

Nicotiana benthamiana

El gen LEC2 proveniente de A. thaliana fue adquirido por medio del Arabidopsis
Stock Center en el vector de entrada pENTR221. El subclonado fue realizado en los
vectores binarios pEAQ-HT-DEST1 y pMDC43, este ultimo permite generar la fusion N-
terminal a GFP, utilizando la tecnologia Gateway™. Dado que el vector de entrada
pNTR221 y los vectores de expresion utilizados poseian el gen de resistencia a la
kanamicina se digirid a pPNTR221-LEC2 con las enzimas Nhel y EcoRV, disminuyendo de
esta manera el background. El fragmento que contenia la construccién de interés entre
los sitios attL1 y attL2 se utilizé como vector de entrada para la reaccidn de las clonasas
LR del sistema Gateway y pEAQ-HT-DEST1 o pMDC43 como vector de destino (Figura
[I.1). De esta forma se obtuvieron las construcciones LEC2 y la versidn reportera GFP-
LEC2 (Figura II.1).

Al —— LEC2 e A2

PENTR221-LEC2

Digestién CooRV/ Nhel

- Attll ] LEC2 e AttL2
/ Reaccitn LR Clopasa \
e AUBl e LEC2 e AttIB2 e AttB1 el GFP LEC2 . AWB2
pEAQ-HT-DEST1-LEC2 pMDCA3-GFP-LEC2

Figura Il.1. Estrategia de clonado utilizada para obtener pEAQ-HT-DEST1-LEC2 y pMDC43-GFP-LEC2.
El vector pENTR221-LEC2 fue digerido con EcoRV y Nhel para eliminar el origen de replicacién y la
resistencia a kanamicina. La siguiente reaccién fue una recombinacién con el sistema Gateway® entre
los sitios attL1 y attL2 del pENTR221 con los sitios attR1 y attR2 de pEAQ-HT-DEST1 y pMDC43 dando
como resultado los ventores binarios pEAQ-HT-DEST1 y pMDC43-GFP-LEC2, respectivamente. El
esquema no estd dibujado a escala.
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Debido a que el gen LEC2 proviene de un organismo diferente, su integridad y
correcta expresion y localizacidn fue verificada en hojas de N. benthamiana utilizando la
version reportera fusionada a GFP. La localizacion subcelular fue monitoreada por CLSM
entre los dias 2 — 9 dpi. La figura Il.2A muestra que, a pesar de provenir de A. thaliana,
LEC2 se localizd correctamente en el nicleo, motivo por el cual seria capaz de realizar
sus funciones efectoras. Para verificar que la fluorescencia verde observada provenia de
la fusidn intacta, se realizd un inmunoblot en condiciones reductoras utilizando un
anticuerpo especifico contra GFP (Figura 11.2B). Sélo una banda de aproximadamente 77
kDa fue detectada en los extractos provenientes de hojas infiltradas con GFP-LEC2,

tamafio que corresponde a la fusién intacta.

A B

100

70
55

40

35

25

15

Figura I1.2. Andlisis de loocalizacién subcelular de GFP-LEC2 e integridad de la fusion.

A) Hojas de N. benthamiana fueron infiltradas con ER-RFP y GFP-LEC2. La imagen muestra la
superposicién de los canales rojo y verde. GFP-LEC2 se localizé en el nucleo. Escala de la barra 25 um.
B) Extractos totales de hojas de N. benthamiana infiltradas con GFP-LEC2 (1) y ER-RFP o plantas WT
(2) fueron separados por SDS-PAGE en condiciones reductoras y la integridad de la fusién fue
monitoreada utilizando anticuerpos contra GFP. Los pesos moleculares estan expresados en kilo-
Dalton.

Teniendo en cuenta lo compleja y delicada que es la interaccion entre factores
de transcripcion y sus DNA targets, y la capacidad de LEC2 de formar heterodimeros con
otros factores de transcripcion, para estudiar los efectos de la expresion en N.
benthamiana se utilizé la version de LEC2 nativa, sin ningln polipéptido adicional con la

finalidad de evitar posibles interacciones aberrantes.
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2.2. Disefio experimental

LEC2 se expresé dirigido por el promotor CaMV35S en hojas de N. benthamiana
y se analizé el impacto en la expresién de genes reporteros también dirigidos por el
CaMV35S. Debido a que el vector pEAQ-HT-DEST1 posee la secuencia codificante para
el supresor de silenciamiento p19 que podria influir en los resultados obtenidos en este
trabajo, como control se utilizaron plantas agroinfiltradas con los reporteros junto a P19
en trans. El promotor CaMV35S no posee sitios reconocidos por LEC2 por lo que los
efectos en la expresion de los reporteros son indirectos y bajo nuestra hipétesis de
trabajo se deben a la induccién de la expresion de genes involucrados en el desarrollo

de semilla (Figura 11.3).
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Figura I1.3. Disefio experimental.

La produccion de proteinas recombinantes en la via secretoria de todos los sistemas de expresidn esta
limitada por la capacidad de plegamiento y transporte (Control). El gen LEC2 de Arabidopsis thaliana y los
reporteros utilizados se expresaron bajo el control del promotor constitutivo CaM35S (+LEC2). El promotor
CaMV35S no posee sitios reconocidos por LEC2 (cruz roja) por lo que los efectos en la expresion de los
reporteros son indirectos y bajo nuestra hipétesis de trabajo se deben a la induccion de la expresion de
genes involucrados en el desarrollo de semilla (flechas grises punteadas). En rojo se marcan los
compartimentos de la via que se considera se veran afectados por la expresion de LEC2. El dibujo no esta
a escala.

Con lafinalidad de poner a punto las condiciones de agroinfiltracién se realizaron
ensayos de expresion transitoria por infiltracion de Agrobacterium tumefaciens que
portaba el gen del marcador de ER, GFP-HDEL (ER-GFP) en ausencia y presencia de LEC2
utilizando diferentes DO de infiltracion para LEC2 en hojas de N. benthamiana. Se
optaron por dos metodologias distintas, agroinfiltracion conjunta de LEC2 junto al
marcador de ER o agroinfiltracién inicial de LEC2 y posterior agroinfiltracion con ER-GFP
junto a LEC2. Los niveles de acumulacion fueron analizados entre los 3 — 10 dpi por

inmunoblot en condiciones reductoras utilizando un anticuerpo especifico contra GFP.

75

olsepdody




Capitulo Il

Para poder realizar un analisis estadistico, las muestras para este ensayo contenian
discos de hojas provenientes de 5 plantas diferentes, expresando transitoriamente las
proteinas de interés, en tres experimentos independientes. Se extrajeron las proteinas
totales de estas muestras y se sembré en un gel la misma cantidad extracto en cada
calle. La intensidad de las bandas de GFP fueron cuantificadas por densitometria, como
se detalla en la secciéon de Materiales y Métodos. De esta forma se determind que las
mejores condiciones para el ensayo eran agroinfiltraciéon conjunta del reportero junto a
LEC2 y que los mayores niveles de acumulacién se obtenian entre los dias 4 — 8 post-

infiltracién sin que se observaran efectos negativos sobre la planta.

2.3. Efecto de LEC2 sobre los niveles de acumulacién de proteinas reporteras

La Figura Il.4 muestra el impacto de LEC2 en la acumulacion de ER-GFP
observandose un incremento promedio de 2,5 — 3,5 veces. En presencia de LEC2, la
banda correspondiente a la proteina GFP puede observarse en un gel tefiido con
Coomassie Blue siendo una de las bandas mas importantes (Figura 11.4A, calle 2), el
rendimiento estimado para ER-GFP en estas condiciones fue de 759,23 ug/g hoja fresca.
Estos ensayos se repitieron para proteinas dirigidas a vacuolas observdndose

incrementos de 3 — 7 veces.
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Figura Il.4. Efecto del factor de semilla LEC2 sobre la acumuacion de ER-GFP.

A) Los cambios en la acumulacién de ER-GFP en presencia y ausencia de LEC2 fueron analizados por
SDS-PAGE e inmunoblot empleando un anticuerpo contra GFP. La calle WT corresponde a un extracto
de hojas infiltradas con agua, la calle 1 corresponde a extractos de hojas infiltradas con agrobacterias
que portaban las construcciones P19 y ER-GFP y la calle 2 corresponde a hojas infiltradas con
agrobacterias que portaban las construcciones ER-GFP y LEC2. El asterisco en la calle 2 indica una
banda que no se observa en el WT y ausente en la calle 2 que corresponde a GFP como indica el
inmunoblot.

B) Para cuantificar el efecto de LEC2 se analizé la intensidad de las bandas obtenidas en el inmunoblot
utilizando el software Imagel. El histograma muestra los valores obtenidos para 3 experimentos
independientes. Las barras de error representan el error estandar de la media. ** denota diferencia
estadisticamente significativa por el Test de Student (p<0,01). La acumulacién de GFP se incrementé
de 2,5 - 3,5 veces en presencia de LEC2.

2.4. Efectos de LEC2 sobre marcadores de la via secretoria

Las células de semillas en desarrollo cuentan con una via secretoria ampliamente
desarrollada coherente con la gran cantidad de moléculas que sintetizan, por lo que son
comparables con otras células secretorias profesionales como por ejemplo las células
plasmaticas de mamiferos, es por ello que se evaluaron los efectos de LEC2 sobre el
desarrollo de la via secretoria.

Para evaluar el efecto de LEC2 sobre el funcionamiento de la via secretoria se
realizaron ensayos de expresidn transitoria de diferentes marcadores fluorescentes
(Figura 11.5): ER-GFP (i), GA-GFP (ii), PVC-GFP (iii) y vac-RFP (iv) en presencia y ausencia

de LEC2 y su localizacion subcelular fueron analizadas por CLSM.
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Figura 11.5. Esquema de los marcadores de la via secretoria utilizados.

Los marcadores de la via secretoria utilizados son: GFP fusionada a la sefial de retencidn en el ER SEKDEL, ER-
GFP; GFP fusionada a la regién N-terminal de la enzima a 2,6-sialiltransferasa (ST) presente en el GA, GA-GFP;
GFP fusionada al receptor de direccionamiento vacuolar BP80, PVC-GFP y RFP fusionada a la sefal de
direccionamiento vacuolar AFVY de la faseolina, vac-RFP.

ER-GFP (marcador del ER) y ST-GFP (marcador del Golgi) presentaron el mismo
patrén de localiacidn en ausencia y en presencia de LEC2 (Figura 1.6, ER-GFP y GA-GFP,
control y + LEC2). En cambio, el marcador de PVC GFP-BP80 en ausencia de LEC2 genera
estructuras altamente méviles que poseen forma de puntillado o tubulares y las cuales
sufren una relocalizacion al apoplasto en presencia del factor de transcripcion LEC2. A
su vez, el marcador de vacuola, vac-RFP presentd una fuerte fluorescencia roja en el
[imen de la vacuola central en ausencia de LEC2 y presenté la misma relocalizacion al
espacio apoplastico que PVC-GFP en presencia de LEC2 (Figura II.6). Este ultimo

resultado es comparable al observado al expresar otras proteinas vacuolares junto a

LEC2.
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Figura I1.6. Localizacion subcelular de los marcadores de la via secretoria en presencia de LEC2.
ER-GFP y GA-GFP presentaron el mismo patrén de localizacidn en presencia y ausencia de LEC2.
Mientras que PVC-GFP y vac-RFP se relocalizaron en el apoplasto en presencia de LEC2. Escala de
la barra 25 um.
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2.5. Analisis del efecto estabilizante de LEC2

Debido a que la expresidon de LEC2 no sdélo generd la secrecidn de proteinas
vacuolares y de PVC, sino también un aumento en los niveles de acumulacidn, se decidié
estudiar si esto se debidé a un cambio de las propiedades del apoplasto. Para ello se
estimo el pH del apoplasto in vivo mediante microscopia confocal. Se utilizaron plantas
de Arabidopsis thaliana Apo-pHusion que expresan de forma estable la proteina
quimérica mRFP1-EGFP, direccionada a apoplasto, donde funciona como sensor de pH
apoplastico. Con esta finalidad se estimé el pH en plantas Apo-pHusion sin infiltrar y en
plantas que se infiltraron con Agrobacterium tumefaciens que portaban el vector vacio
y el gen LEC2. Para calcular el promedio de pH de la hoja, se estimé el pH para cada
region de interés (ROI) de acuerdo con las relaciones de intensidades de fluorescencia
entre EGFP y mRFP. Se realizaron mds de 35 medidas independientes en distintas hojas
por cada condicidn y se promediaron.

Se observé un aumento del pH apoplastico en hojas infiltradas con LEC2.
Mientras que el pH promedio en las hojas control fue de 5,53+0,05, el valor de pH en
hojas infiltradas con el vector vacio fue en promedio de 5,88+0,27 y en hojas que
expresan LEC2 alcanza un valor de 7,13+0,21 (Figura 11.11). Este aumento de pH podria
explicar la estabilizacidn de las proteinas en el apoplasto.

Teniendo en cuenta que se ha informado que el apoplasto es un compartimiento
proteolitico y se ha atribuido a proteasas de este compartimiento la degradacién de
proteinas foraneas (Jutras y col 2015b, Robert y col 2016, Benchabane y col 2008b,
Jutras y col 2018), se decidid evaluar si LEC2 afecta la actividad proteolitica total de
extractos de plantas de N. benthamiana. Plantas de N. benthamiana fueron infiltradas
con A. tumefaciens portando un vector vacio o LEC2 y a los 5 dpi se evalud la actividad
proteolitica total de extractos de los extractos de hojas utilizando el método de la
azocaseina. Como control se utilizé un extracto de hojas sin infiltrar. Como se observa
en la tabla 1.1, la actividad proteolitica total de extractos de hojas infiltradas con LEC2
fue un 25% del valor obtenido para hojas sin infiltrar. Las hojas infiltradas con
agrobacterias llevando el vector vacio poseian una actividad proteolitica del 50% de los

controles.
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Figura I.7. Efecto de LEC2 sobre el pH del apoplasto.

Analisis in vivo de pH apoplastico utilizando la linea de Arabidopsis que expresa de forma estable el
sensor de pH apoplastico apo-mRFP1-EGFP. El pH fue estimado de acuerdo con las relaciones de
intensidades de fluorescencia entre EGFP y mRFP (ratio EGFP/mRFP) para cada region de interés (ROI).
A) imagenes de relacion de intensidad representativas de la epidermis de hojas. (1) hojas sin infiltrar,
(2) hojas infiltradas con el vector vacio y (3) hojas infiltradas con LEC2. El panel 4 muestra la escala de
pseudocolor de relaciones de fluorescencia. Escala de la barra 25 um.

B) Gréfico de pH de las diferentes condiciones. Las barras representan error estandar de la media.
**** Denota diferencia estadisticamente significativa por test de Tukey (p<0.0001). el pH promedio
en las hojas control fue de 5,53+0,05, el valor de pH en hojas infiltradas con el vector vacio fue en
promedio de 5,88+0,27 mientras en hojas que expresan LEC2 alcanza un promedio de 7,1310,21

Tabla Il.1. Actividad proteolitica en presencia de LEC2

100

46,25%7,21

23,50+11,2
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2.6. Efecto de LEC2 sobre los rendimientos y rutas de transporte seguida por

las diferentes variantes del mAb 14D9

2.6.1. Localizacidon subcelular

Se analizé el transporte de un anticuerpo completo dirigido a distintos
compartimientos de la via secretoria. Al expresar sec-LC-RFP y sec-HC, se observa un
patrén apoplastico tanto en ausencia como en presencia de LEC2 (Figura 11.8, sec-Ab), lo
cual indicaria que la expresion de LEC2 no afecta la localizacién final de sec-Ab-RFP. Por
otro lado, cuando se co-expresan sec-LC-RFP con vacl-HC o vac2-HC en ausencia de LEC2
se observd una intensa fluorescencia roja (mostrada en magenta) en el lumen de la
vacuola central (Figura II.8, vacl- y vac2-Ab). Las proteinas vacl- y vac2-Ab-RFP no
colocalizan con ER-GFP, ni siquiera alrededor de la envoltura nuclear (Figura 11.8, vacl-y
vac2-Ab, control). En cambio, ambas proteinas en presencia de LEC2 dan un patrén de
fluorescencia irregular rojo en el borde de la célula que no colocaliza con ER-GFP lo que
indica que se encuentra el apoplasto (Figura I1.8, vacl- y vac2-Ab + LEC2). Este resultado
fue observado también al expresar otros marcadores vacuolares como por ejemplo RFP-
AFVY (Scabone et al, 2011), GFP-KISIA y GFP-NIFRGF, lo que sugiere que LEC2 favorece
la secrecidn de proteinas dirigidas a vacuolas. En contraste, al expresar sec-HC-RFP junto
a ER-HC sin LEC2 se observa un patron tipico de reticulo endopldsmico y colocalizacién
con ER-GFP (Figura 1.8, ER-Ab, control, el color blanco proviene de la fusion de los
canales verde de GFP y magenta de RFP). Sin embargo, a diferencia de los observado
para ER-GFP, al expresar a ER-Ab-RFP junto a LEC2 se observa que el anticuerpo queda
parcialmente retenido en el ER, pero es a su vez es transportado al lumen de la vacuola

central y parcialmente secretado (Figura 11.8, ER-Ab+LEC2).
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Figura 11.8. Efecto del factor de semilla LEC2 sobra la localizacién subcelular de diferentes mAbs
direccionados a diferentes compartimentos de la via secretoria.

En el canal verde se presenta ER-GFP y en el violeta se presenta el mAb-RFP dirigido al apoplasto (sec-
Ab), a vacuola central empleando la secuencia Ct KISIA (vac1-Ab) o ss NIFRGF (vac2-Ab) y fusionado a
la secuencia de retencidn al ER KDEL (ER-Ab). En blaco se observa la colocalizacién del mAb con GFP.
En presencia de LEC2 se observa un incremento de sec-Ab en el apoplasto, una relocalizacién de vacl-
Ab y vac2-Ab que deja de observarse en la vacuola central y presenta una distribucién irregular con
los bordes celulares que no colocaliza con el marcador de ER, tipico de localizacion en apoplasto. ER-

Ab también se relocaliza en presencia de LEC2, observandose no solo en el ER sino también en el
apoplasto y vacuola central. Escala de la barra 25 um.

83



Capitulo Il

2.6.2. Glicosilaciéon de las diferentes variantes de los mAbs

Debido a la relocalizacion observada de los mAbs en presencia de LEC2, se
decidid estudiar el perfil de glicanos de los mismos en presencia de LEC2. Con esta
finalidad, los anticuerpos fueron purificados de hojas utilizando cromatografia de
afinidad con proteina G. Antes de evaluar las modificaciones postraduccionales de las
distintas formas del anticuerpo, se estudio la integridad y pureza de los mismos.

La pureza de los anticuerpos obtenidos se evalué por SDS-PAGE y por inmunoblot

en condiciones reductoras.
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Figura I1.9. Integridad y pureza de los anticuerpos purificados desde hojas.

A) SDS-PAGE en condiciones reductoras.

B) Inmunoblot de los anticuerpos purificados en condiciones reductoras y analizados con suero anti
inmunoglobulinas de ratén.

Las flechas negras indican las cadenas polipeptidicas HC (52 kDa) y LC (25 kDa) o distintos estados de
oligomerizacidn de las mismas. En gris se sefialan posibles productos de degradacién de HC. Los pesos
moleculares se indican en kilo-Dalton.
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En ausencia de LEC2 solo se observan dos bandas de 52 y 25 kDa,
correspondientes a HC y LC (flechas negras), respectivamente. Por el otro lado, en
presencia de LEC2 se observan, ademas, bandas de peso molecular superiores a 50 kDa,
posiblemente resultado de una reduccién incompleta de los puentes disulfuro y que
representarian distintos estados de agregacién entre HC y LC. A su vez, se observan
bandas intermedias que son reconocidas por el suero anti-IgG de ratéon que
corresponderian a productos de degradacion de HC (flechas grises). Este resultado
concuerda con el observado para sec-Ab y ER-Ab producidos en semillas (Petruccelli y
col 2006b). Hay que remarcar que, a pesar de la degradacién observada, estos productos
representan un porcentaje bajo respecto a los rendimientos obtenidos al expresar a los
mAbs junto LEC2 por lo cual no implicarian una desventaja de la estrategia estudiada. La
tabla 1.2 muestra los rendimientos de purificacién para las diferentes variantes del mAb

en presencia y ausencia de LEC2.

Tabla 11.2. Rendimientos de purificacion

Control +LEC2
11 179
107 536
126 380
97 363

Los resultados anteriores nos permiten concluir que se obtuvieron niveles de
pureza suficientes para estudios posteriores de glicosilacién ya que todas aquellas
bandas observadas por tincidn para proteinas son también reveladas con un anticuerpo

especifico de inmunoglobulinas de ratén.

85



Capitulo Il

La glicosilacién de los polipéptidos purificados a partir de extractos de hojas fue
estudiada inmunoblot con sueros especificos de glicanos complejos de plantas: B1,2-

Xilosa (B1,2-Xyl), a1,3-Fucosa (al1,3-Fuc) y Lewis a (Le?) (Figura 11.10).
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Figura 11.10. Analisis del grado de glicosilacion mediante inmunoblot
B1,2-Xilosa (B1,2-Xyl); al,3-Fucosa (al,3-Fuc) y Lewis a (Le?). Las flechas negras indican las cadenas LC
(25 kDa) la cual se encuentra ausente y HC (52 kDa). Los pesos moleculares se indican en kilo-Dalton.

El analisis de glicanos mostré que, en el caso de sec-Ab el mismo presentd
glicanos complejos que contienen xilosa, fucosa y epitope de Lewis a, tanto en presencia
como en ausencia de LEC2, este resultado es el esperado para proteinas extracelulares
gue pasaron por el trans-Golgi, lugar donde los glicanos complejos son adicionados. En
el caso de las versiones vacuolares, en ausencia de LEC2, ambos presentan glicanos
complejos que contienen xilosa y fucosa, pero no glicanos de Lewis a. En presencia de
LEC2 ambos presentan, ademads de glicanos con xilosa y fucosa, epitopes de Lewis a,
teniendo en cuenta que este motivo es encontrado Unicamente en proteinas localizadas
en el apoplasto, esto indica que los vac-Abs en presencia de LEC2 pasaron por el trans-
Golgi y fueron correctamente secretados. ER-Ab, no posee glicanos complejos en
ausencia de LEC2, indicado que este no alcanzé el trans-Golgi, lo cual indica una correcta
retencion en el ER o recuperacién desde el cis-Golgi, sin ambargo, en presencia de LEC2

se observa presencia de glicanos con xilosa y fucosa y, en menor medida, de epitopes
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de Lewis a, lo cual indica que el transporte a vacuola y/o la parcial secrecidén ocurririan
por una via Golgi-dependiente.

2.6.3. Niveles de acumulacion de las diferentes variantes del mAb14D9

Los niveles de acumulacidn de las distintas variantes de los mAbs fueron
analizados por ELISA tipo sandwich como se explicé en el capitulo | en ausencia y

presencia de LEC2 (Figura 11.11).
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Figura 11.11. Efecto de LEC2 sobre las diferentes variantes del mAb 14D9.

Niveles de acumulacién de las diferentes versiones del Ab en hojas agroinfiltradas de N. benthamiana.
Los niveles de acumulacion fueron cuantificados por ELISA sandwich en tres replicados bioldgicos y
fueron expresados como % de la proteina total soluble (TSP). Las barras de error representan error
estandar de la media. En presencia de LEC2 los niveles del anticuerpo fueron 5 — 8 veces mayores para
el caso de sec-Ab, 2,5 — 4 veces mayores para ER-Ab y 3 — 4,5 veces mayores para vacl y vac2-Ab.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas por el test de Tukey (p<0.001).

Los niveles de expresién obtenidos en ausencia de LEC2 para ER y vacs-Abs
fueron similares entre ellos y entre 10 - 15 veces mayores que los niveles observados
para la versidn secretoria, resultado que concuerda con el obtenido previamente. En
presencia de LEC2 los niveles fueron 5 — 8 veces mayores para el caso de sec-Ab, 2,5 -4
veces mayores para ER-Ab y 3 — 4,5 veces mayores para vacl y vac2-Ab, siendo los
niveles de sec-Ab superiores a los obtenidos a los vac-Abs y ER-Ab, y s6lo 1,2 — 1,7 veces
inferiores a los de estos anticuerpos expresados junto a LEC2.

Estos resultados indican que la expresidn de LEC2 genera aumentos en los niveles
de expresidon de las diferentes variantes del Ab, siendo mas marcado el efecto en el

anticuerpo secretorio.
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3. Discusion

Con el creciente desarrollo y popularidad de las plantas como sistema de
expresion, en los ultimos afios se han desarrollado diversas estrategias con el fin de
aumentar la sintesis de proteinas recombinantes y elevar los rendimientos de
produccién (Ullrich y col 2015, Benchabane y col 2008b, Moustafa y col 2016). La
produccién de proteinas recombinantes en la via secretoria de todos los sistemas de
expresion esta limitada por la capacidad de plegamiento y transporte (Delic y col 2014,
Shaffer y col 2004). Diversas estrategias se utilizan para incrementar la capacidad de
sintetizar proteinas que, para alcanzar una conformacién activa y soluble, requieren de
un procesamiento tipico de la via secretoria (Huang y col 2018, Xiao y col 2014, Dinnis y
James, 2005, Gulis y col 2014, Kaufmann, 2014). Algunas de estas estrategias involucran
la expresion de reguladores claves como es el caso del factor XBP-1 (X-box binding
Protein-1) en células de mamifero que participa en la diferenciacion de las células B en
células plasmatica (Dinnis y James, 2005, Pybus y col 2014). Estas células al igual que las
gue conforman la glandula mamaria son ejemplos de células secretorias “profesionales”
que se caracterizan por el gran desarrollo de la via secretoria y una activacién de vias
metabdlicas tales como las que intervienen en la sintesis de aminodcidos, produccion
de energia, plegamiento de proteinas y control de calidad. Aunque en el area del
molecular farming, la mayoria de las proteinas de interés farmacéutico e industrial,
requieren de modificaciones producidas a lo largo de la via secretoria, poco se conoce
en plantas sobre el desarrollo de esta via, por lo que este tipo de estrategias aun no han
sido exploradas. En el reino vegetal las células que integran el embrién y endosperma
constituyen ejemplos de células secretorias profesionales por su gran capacidad de
sintetizar y almacenar proteinas vy triglicéridos. Considerando que: LEC2 es uno de los
reguladores centrales del desarrollo y maduracion de semillas en Arabidosis thaiana,
junto a LEC1, ABI3 y FUS3 poseyendo funciones parcialmente redundantes (Carbonero
y col 2017) y que estos tres factores de transcripcién forman parte de la misma
subfamilia denominada AFL, la cual porta un dominio de unién al DNA tipo B3 especifico
de plantas (Carbonero y col 2017); que la expresidon ectépica de LEC2 induce la
formacién de embriones somaticos en tejidos vegetativos al inducir la expresién de

genes involucrados en la biosintesis de auxinas (Braybrook y Harada, 2008, Braybrook y
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col 2006, Wojcikowska y col 2013); que se ha mostrado que es capaz de modificar las
caracteristicas de la vacuola central de la hoja generando vacuolas mds pequeias del
tipo de las PSV encontradas en semilla (Feeney y col 2013a, Feeney y col 2013b),
estrategia que ha sido descripta como de estabilizacion por direccionamiento a PSV
inducidos en tejidos vegetativos (Saberianfar, 2018), se concluye que LEC2 y otras
proteinas AFL son reguladores maestros que promueven procesos metabdlicos que
requieren de un mayor suministro de energia y desarrollo de la via secretoria. Es por ello
que en este capitulo se realizé un andlisis del impacto de expresar LEC2 de manera
transitoria bajo un promotor constitutivo en hojas de N. benthamiana en la acumulacién
y ruta de transporte seguida por proteinas heterdlogas. Los estudios realizados con la
version reportera GFP-LEC2 mostraron que LEC2, a pesar de provenir de una especie
diferente, alcanzé correctamente el nucleo, lugar donde podria realizar sus funciones
efectoras. A pesar de esto, debido a que la fusion a GFP podria intervenir con las
propiedades y la capacidad de unién al DNA y de formar heterodimeros con otros
factores de transcripcién, se decidid continuar los estudios con la versidn de LEC2 nativa,
sin ningun polipéptido adicional que pudiese generar interacciones aberrantes.

Los estudios realizados posteriormente con el gen LEC2 permitieron optimizar su
utilizacidn en sistemas de expresién temporal en hojas de N. benthamiana. Utilizando
esta plataforma se mostré que la sobrexpresiéon de LEC2 generé aumentos de 2,5 — 3,5
veces para el caso de ER-GFP, cuya banda pudo observarse en un SDS-PAGE teiiido
utilizando Coomassie Blue, siendo una de las mayoritarias. Ademds, se mostrd que en
los tiempos empleados 4 — 8 dpi no se producen efectos negativos en el desarrollo de la
hoja como como si habian sido observados cuando se generan plantas transgénicas de
LEC2 empleando un promotor constitutivo (Harada y col 2001, Harada y col 2002, Stone
y col 2001, Stone y col 2008). Estos ensayos se repitieron para proteinas dirigidas a
vacuola y apoplasto observandose incrementos de 3 — 7 y de 5 — 8 veces,
respectivamente. Resulta especialmente remarcable los aumentos observados al
producir a las diferentes variantes del mAb14D9 en presencia de LEC2, debido a que esta
es una proteina compleja que requiere la presencia de foldasas, proteinas disulfuro
isomerasas y diferentes chaperonas para su correcto plegado, ensamblado y transporte,
todas las variantes del anticuerpo se acumularon en mayores niveles en presencia de

LEC2, siendo el aumento de la variante secretoria el mayor y los niveles del mismo se
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volvieron comparables respecto a las versiones de ER y vacuola en presencia de LEC2 y
superiores a estas dos versiones en la situaciéon control, representando una mejora
significativa en el sistema. Estos resultados son importantes, ya que el direccionamiento
a distintos compartimientos de la via secretoria es una estrategia empleada para
estabilizar proteinas que interfieren en el metabolismo de la célula vegetal, son téxicas
o son sensibles a proteasas presentes en el apoplasto (Petruccelli, 2019, Marin Viegas y
col 2017).

Para analizar el impacto de LEC2 en el funcionamiento de la via secretoria se
compard la localizacidn subcelular analizada por microscopia confocal de diferentes
marcadores fluorescentes en ausencia y en presencia de LEC2. ER-GFP y GA-GFP
presentaron la misma localizacién en ausencia y en presencia de LEC2. En cambio, PVC-
GFP y vac-RFP se relocalizaron en el apoplasto. También se analizé el transporte de un
anticuerpo completo dirigido a distintos compartimientos de la via secretoria. Al
expresar sec-Ab-RFP, se observd un patréon apoplastico tanto en ausencia como en
presencia de LEC2, lo cual indicaria que la expresiéon de LEC2 no afecta la localizacién
final de proteinas secretorias. Por otro lado, al igual que lo observado para vac-RFP,
vacl-yvac2-Ab-RFP en ausencia de LEC2 se localizaron en el lumen de la vacuola central.
En cambio, en presencia de LEC2 se encuentra en el apoplasto. Este resultado sugiere
que LEC2 favorece la secrecidn de proteinas dirigidas a vacuolas. ER-Ab-RFP sin LEC2
colocalizé con ER-GFP en el reticulo endopldasmico. Sin embargo, a diferencia de los
observado para ER-GFP, al expresar a ER-Ab-RFP junto a LEC2 se observa que el
anticuerpo queda parcialmente retenido en el ER, pero es a su vez es transportado al
lumen de la vacuola central y parcialmente secretado. Esta diferencia observada respeto
a ER-GFP podria deberse a la inestabilidad que presenta GFP en la vacuola por lo cual
seria adecuado repetir el ensayo utilizando RFP como marcador del ER (Tamura y col
2003).

Para entender mejor los cambios en la via de transporte seguidas por estos
anticuerpos en presencia de LEC2 se realizd un analisis de presencia de N-glicanos
complejos (que son producidos en el trans-Golgi) mediante inmunoblot. En las proteinas
ER-Ab, vacl y va2c-Ab producidas en presencia de LEC2 se observé un incremento de
los mismos en relacién los obtenidos en ausencia de LEC2. Esto podrian indicar un mayor

transporte por via de Golgi dependiente de los vac-Ab y, siguiendo la hipétesis generada
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en el Capitulo | segun la cual el transporte a vacuola por la via Golgi-Independiente se
debe a una saturacion del sistema del transporte, estos datos podrian indicar que LEC2
genera una activacion del sistema de secrecién. A su vez, se observo la presencia de
glicanos de Lewis a, tipicos de proteinas extracelulares. ER-Ab producido en hojas
presenta mayoritariamente glicanos ricos en manosa (Ocampo y col 2016a, Petruccelli
y col 2006b), pero el obtenido de semillas tabaco posee N-glicanos complejos y localiza
en PSV (Petruccelliy col 2006b). En el caso del ER-Ab producido en presencia de LEC2 se
observd que el mismo presenta mayoritariamente glicanos complejos conteniendo
xilosa y fucosa indicando que el mismo siguio su ruta de transporte de una manera Golgi-
dependiente, y en menor proporcidon epitopes de Le? lo cual concuerda con lo
observado que solo una porcion de las moléculas son eficientemente secretadas. En
semillas la secuencia C-terminal KDEL muestra un comportamiento dual ya que Ab-KDEL
producido en semilla de tabaco es almacenado en PSV y parcialmente secretado
(Petruccelli y col 2006b). El almacenamiento de proteinas recombinantes con la sefial
KDEL en compartimientos de almacenamiento en semillas ha sido reportado
previamente. Fragmentos simple cadena (scFv-T84.66-KDEL) fueron localizados en PB
tipo | y Il derivados del ER en endosperma de arroz (Torres y col 2001). Asimismo, en
semillas de tabaco la expresién de faseolina con dicha secuencia (Pueyo y col 1995) fue
encontrada en PSV y dirigida por una via Golgi dependiente, aunque en estos casos no
se observé secrecidn. Un resultado similar fue observado al expresar al mAb 2G12 en
semillas en desarrollo de Arabidopsis (Loos y col 2011c, Loos y col 2011a). La secrecién
de Ab-KDEL podria deberse posiblemente al direccionamiento mediado por KDELy a una
saturacion parcial de la maquinaria de transporte (Crofts y col 1999), lo que determina
importantes diferencias en la retencién y el direccionamiento vacuolar entre hojas y
semillas. Dado que la secuencia KDEL sigue las reglas de sefiales vacuolares Ct-VSS, la
presencia de glicanos complejos en ER-Ab seria un indicio de la activacién de las vias de
transporte de semillas en desarrollo. En cambio, la secrecidon de los vac-Ab y los
marcadores fluorescentes de vacuola utilizados, indicarian que estas proteinas seguirian
una via de transporte diferente o que los receptores involucrados en el reconocimiento
y direccionamiento de estas sefiales y la secuencia KDEL son diferentes. Ademas, la
eficiencia de un Unico VSS en el transporte a vacuola es cuestionada debido a la

existencia de proteinas que poseen mas de un VSS. Por ejemplo, se ha demostrado que
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la region Ct de la subunidad alfa de la beta-conglicina de soja posee dos VSS, uno Cty
otro ss, ambos dirigiendo a la proteina a PSV, pero no es claro si los mismos funcionan
de manera redundante o si interaccionan con el mismo VRS (Nishizawa y col 2006). La
existencia de mas de un VSS en la misma proteina podria deberse a una estrategia para
regular el transporte a vacuolas en diferentes tejidos y estados de desarrollo. También
se ha propuesto que a relacién entre el nimero de VSS y el tamafio de la proteina que
los porta juega un rol en la eficiencia de direccionamiento (Nishizawa y col 2006). A su
vez, otro tema de discusidn se relaciona a la ruta de transporte a vacuolas que algunas
proteinas toman en érganos especificos y como esas rutas cambian segln el estado
metabdlico de la célula. Se ha observado que algunas proteinas, como la Cardosina A,
pueden ser secretadas o direccionadas a la vacuola, acumulandose en PSV o LV
mediante vias de transporte diferentes dependiendo del tipo celular y del estadio de
desarrollo, lo cual indicaria la existencia de mecanismos de regulacién finos en las vias
de transporte y la existencia de especificad de las mismas en distintos érganos (Pereira
y col 2014, Oliveira y col 2010, Pereiray col 2013, Robinson y col 2005). A esto se le suma
la existencia de mecanismos de secrecidon no convencionales que involucran al MVB
(Wang vy col 2017), la relacion del mismo en procesos de direccionamiento a vacuola en
la autofagia (Cuiy col 2018) y la fusiéon del MVB y la vacuola con la membrana plasmatica
durante el ataque de patégenos (Wangy col 2017). La contribucidn de las diferentes vias
en el transporte de proteinas a vacuolas o su posible secrecidon dependerd del tipo
celular y de los requerimientos celulares, asi como del estadio de desarrollo y
condiciones externas. Algunas vias pueden ser encontradas en todos los tipos celulares
mientras que otras se asocian con funciones especializadas de un tipo celular y con
transiciones entre tipos celulares, asi como cambios generales que ocurren en los
diferentes estadios de desarrollo y las condiciones del entorno. Teniendo esto en
cuenta, la secrecidn observada para proteinas vacuolares podria indicar la activacion de
vias que no se encuentran normalmente en la hoja y seria adecuado realizar ensayos
adicionales para comprender las diferencias observadas entre ER-Ab y las proteinas
vacuolares utilizadas.

La expresidén ectdpica de LEC2 generd no sélo la secrecidon de proteinas
vacuolares, sino también un aumento de sus niveles de acumulacién, esto podria

deberse a un aumento en la capacidad de sintesis y secrecién celular, a una disminucién
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de la protedlisis que las proteinas sufren o una combinacién de ambos factores.
Teniendo esto en cuenta, se decidid estudiar si el aumento en la acumulaciéon de las
proteinas localizadas en el apoplasto se debia a un cambio de las propiedades del
mismo. Se determind que el pH del apoplasto en plantas control no infiltradas era de
5,5340,05, valor esperado segun la bibliografia (Sakurai, 1998, Felle, 2001). El pH del
apoplasto es un factor dindmico y su cambio puede ser un efecto secundario sin
implicaciones funcionales, sin embargo, hay cada vez mas evidencias que cambios en el
pH apopldstico pueden estar involucrado en procesos de respuesta a estrés tanto bidtico
como abidtico, el pH del apoplasto se incrementa durante la interaccion entre la planta
y el patégeno, asi como durante respuesta a estrés salino o sequias (Geilfus, 2017, Felle,
2001, Felle y col 2009, Geilfus y col 2017). Es por ello que se decidid estimar el pH del
apoplasto de hojas infiltradas con el vector vacio como control de los cambios sufridos
por la propia infeccion de agrobacterium. En estas condiciones, el pH promedio fue de
5,88+0,27, estos datos coinciden con los observados al incubar protoplastos con el
peptidoglicano proveniente de A. tumefaciens, en cuyo caso se observé un ApH de
aproximadamente 0,4 en el medio (Erbs y col 2008). En cambio, en hojas que expresan
LEC2 en aumento de pH fue mas marcado, alcanzando un promedio de 7,13+0,21. Este
aumento de pH podria explicar la estabilizacion de las proteinas en el apoplasto. Los
genes de la red LAFL poseen un rol central en reprogramar la via de sefializacidon
hormonal de la semilla, siendo targets directos de la red genes implicados en la sintesis,
metabolismo y via de sefializacion del acido absicico (ABA), acido giberélico (GA),
brasinoesteroides (BR), citoquininas (CK), etileno, auxinas y dcido jasmadnico (JA) (Jiay
col 2014). En particular, LEC2 regula directamente la via de sefalizaciéon de auxinas
mediante la activacién de los genes YUCCA y IAA, involucrados en la sintesis y
sefializacion de auxinas, respectivamente (Braybrook y col 2006, Wojcikowska y col
2013). A su vez, LEC2 también contribuye en la regulacién de las vias de biosintesis y
sefializacion de ABA, GA y etileno (Jia y col 2014). La red LAFL también participa en la
integracion entre las distintas hormonas y las sefiales de desarrollo intrinsecas durante
el desarrollo de la semilla y otras etapas de desarrollo (Jia y col 2014). Tanto ABA como
las auxinas han sido involucrados en generar cambios en el pH del apoplasto (Geilfus,
2017), por ejemplo, los niveles de ABA incrementan en respuesta a estrés salino,

causando una disminucion de la actividad de una H*-ATPasa de la membrana plasmatica
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a través de cambios en su estado de fosforilacion, como consecuencia, el flujo de
protones hacia el apoplasto disminuye, generando alcalinizacién de este compartimento
(Falhof y col 2016, Zhang y col 2016, Bobik y col 2010). En el caso de las auxinas, se ha
descripto la relacidn entre su via de sefalizacidn, el crecimiento acido, la homeostasis
del pH del apoplasto y la expansidn celular en tallos de Arabidopsis (Majda y Robert,
2018, Geilfus, 2017), sin embargo, estudios realizados en raices indican que aumentos
enddgenos o exdgenos de la concentracion de auxinas inducen alcalinizacién transitoria
de la matrix extracelular, apuntando a una regulacién compleja dosis dependiente por
parte de las auxinas en la regulacion del pH apoplastico, siendo estos cambios bifasicos,
debido a que tratamientos por tiempos superiores a 2 hs generan acidificacion de este
espacio (Barbez y col 2017), mientras que otros datos apuntan a que el tratamiento con
auxinas genera alcalinizacion del apoplasto en la zona de elongacion en raices de
Arabidopsis (Gjetting y col 2012). Teniendo en cuenta estos datos, la integracién de las
sefiales generadas por auxinas y ABA podria explicar en parte los cambios observados
en el pH del apoplasto observados en las hojas tratadas con LEC2, siendo importante
tener en cuenta que la activacidon de estas vias y como se integran en la hoja podrian
variar respecto de los 6rganos donde fueron estudiadas.

Teniendo en cuenta que se ha informado que el apoplasto es un compartimiento
proteolitico y se ha atribuido a proteasas de este compartimiento la degradacién de
proteinas foraneas (Jutras y col 2015b, Robert y col 2016, Benchabane y col 2008b,
Jutras y col 2018), se estudié como afecta la expresion de LEC2 la actividad proteolitica
total de extractos de plantas de N. benthamiana. La actividad proteolitica total de
extractos de hojas infiltradas con LEC2 fue un 25% del valor obtenido para hojas sin
infiltrar, mientras que las hojas infiltradas con agrobacterias llevando el vector vacio
poseian una actividad proteolitica del 50% respecto al control. La actividad de proteasas
de la familia Al (aspartato proteinasa) y C1A (cistein proteinasa), las cuales representan
los mayores niveles de actividad proteolitica de los extractos de plantas, generalmente
aumentan con la edad de la hoja para extractos totales, sin embargo, la misma actividad
en extractos de apoplasto disminuyen con la edad de la hoja (Robert y col 2013b)
mostrando una fuerte dependencia entre la edad de la planta y la actividad proteolitica
y la falta de concordancia entre los valores de actividad proteolitica total y los de un

compartimento especifico. A su vez, la agroinfiltracion tiene un profundo impacto en el

94



Capitulo Il

proteoma y transcriptoma de la plata como se ha demostrado en N. benthamiana y en
tabaco, en las cuales los transcriptos para numerosas proteasas se encontraban up-
regulados luego de la agroinfiltracién, es por ello que se puede proponer que la
protedlisis sufrida por las proteinas heterdlogas podria explicarse en parte debido a la
respuesta inmune desencadenada durante la agroinfiltracion, sin embargo, el
entendimiento de la respuesta a la agroinfiltracion es limitado (Grosse-Holz y col 2018,
Pillay y col 2016) y diversos ensayos han demostrado que algunas proteasas no sufren
cambios en su actividad en respuesta a la agroinfiltracién (Robert y col 2013b, Pillay y
col 2016), mientras que en otras la misma se ve disminuida (Robert y col 2013b). A su
vez, se ha demostrado que no sélo la agroinfiltracién afecta la actividad proteolitica de
los extractos de plantas, sino también la expresion de proteinas heterdlogas tiene un
fuerte impacto sobre la misma, especialmente en extractos provenientes del apoplasto
(Robert y col 2013b). Si bien debido a que en estos estudios se analizé la actividad
proteolitica de proteasas especificas, por lo que estos resultados no serian
completamente comparables con los obtenidos en el presente trabajo, indican que el
perfil de proteasas de extractos totales y derivados del apoplasto se ven afectados por
multiples factores, por lo cual hay que ser muy cuidadoso a la hora de analizar y sacar
conclusiones sobre los resultados obtenidos y seria necesario realizar mas estudios con
la finalidad de determinar si el efecto observado se debe a la sobreexpresion de LEC2 o
es causado por otros mecanismos que se estan activando durante la agroinfiltracién y/o
la fase de expresion transitoria. A su vez, también indican que extender los resultados
observados al perfil de protedlisis del apoplasto no seria adecuado. A pesar de ello,
podemos decir que la actividad proteolitica total de extractos de hojas que expresan
LEC2 es significativamente menor que los controles utilizados, y esto podria, en parte,
explicar la mayor estabilizacion observada en las proteinas recombinantes expresadas
en esta condicién.

Considerando los resultados expuestos, y recordando el disefio experimental
planteado al principio de este capitulo, se tienen evidencias indirectas que LEC2
efectivamente generd aumentos en la sintesis de proteinas, activacion de la via
secretoria, disminucién de la protedlisis y se generaron cambios que podrian

corresponder con modificaciones en la sefalizacion hormonal.
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En conclusidn, se demostré la utilidad del gen LEC2 para aumentar los niveles de
expresion de proteinas, tanto sencillas como complejas, direccionadas a diferentes
compartimentes subcelulares, observdndose aumentos de 2,5 — 4 veces para proteinas
retenidas en el ER, de 3 — 7 veces para proteinas vacuolares y de 5 — 8 veces para el caso
de proteinas direccionadas al apoplasto. Es remarcable la importancia de las mejoras
observadas para el caso de sec-Ab, debido a que los anticuerpos son generalmente
direccionados a este compartimento. La estrategia planteada en este capitulo es
novedosa, debido a que los trabajos y patentes que reivindican el uso de LEC1 o LEC2 se
basaban en el uso de los mismos para inducir embriogénesis somatica (Harada y col
2002, Harada y col 2001). Una patente posterior reivindicaba la expresion de factores
de transcripcion conteniendo el dominio de unién a DNA B3 como método para retrasar
la senescencia, reducir la estatura, incrementar el niumero de tallos o aumentar la
biomasa en plantas (Harada y col 2009). Estas son las Unicas patentes otorgadas que
poseen el gen LEC2 completo en las reinvindicaciones. Hay una patente vigente que
protege la expresion estable de numerosos factores de transcripcion de plantas para
mejorar caracteristicas agrondmicas tales como demora en la floracién, y tolerancia a
stress (Ratcliffe y col 2007). Existiendo también una patente que protege el la utilizacién
genes AFL como por ejemplos los homélogos de remolacha (Beta vulgaris) BvlLecl,
BvLec2 /Fusca3, BvWril, BvTagl, AtLecl, AtLec2, AtWril, para incrementar la sintesis
de acidos grasos en remolacha, tabaco y otras dicotileddneas (Smigocki y Bruccoleri,
2017), asi como trabajos que proponen el uso de LEC2 para producir biocombustibles
(Andrianov y col 2010, Grimberg y col 2015). La utilizaciéon de los genes AFL para
incrementar la produccidon de proteinas no esta incluida en las reivindicaciones de
ninguna patente ni ha sido reportado en publicaciones cientificas. Los mismo ocurre con
algunas patentes que protegen genes con un alto grado de similitud secuencial con
dominio B3 de las proteinas AFL que también apuntan a caracteristicas agronémicas
como tolerancia stress o procesos para incrementar la produccion de lipidos (Abad Mark
y col 2014, Alexandrov y col 2007, Graham lan y Penfield, 2007, Gutterson y col 2008,
Gutterson y col 2009, Vanhercke y col 2014). Ante los resultados obtenidos con LEC2, y
considerando que LEC2 integra la red conocida como AFL (Devic y Roscoe, 2016) se
plantea que los otros genes AFL podrian tener efectos similares. Ademas, los efectos de

estos genes podrian ser aditivos y/o sinérgicos. A su vez, resulta interesante considerar
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el impacto que tendria esta tecnologia si se pudiera extender a los sistemas de expresion
estable. Para ello habria que tener en cuenta cual seria el promotor adecuado para ser
utilizado en los sistemas de expresidon estable sin afectar la viabilidad, crecimiento y
otras caracteristicas fisioldgicas que son necesarias para obtener buenos niveles de
proteina recombinante. Ademas de presentar una fuerte herramienta biotecnolégica
para la produccién de proteinas recombinantes, la capacidad de LEC2 de reprogramar la
naturaleza de la célula vegetal permitiria su uso para realizar estudios basicos sobre el

funcionamiento de diversas vias de transporte y seializacién celular.
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En este trabajo se propuso, por un lado, aportar informacion sobre el
funcionamiento de la via transporte de proteinas cargo hacia vacuolas en plantas y
evaluar las posibles aplicaciones biotecnoldgicas de la estrategia de direccionamiento
hacia este compartimento y, por otro lado, considerando que la capacidad de sintesis y
plegado de todos los sistemas de expresidn esta limitada, se decidié evaluar el efecto de
la expresion de LEC2, un regulador clave en el desarrollo de la semilla, en los
rendimientos y rutas de transporte seguidos por las proteinas direccionadas a la via

secretoria.

En relacién al primer objetivo, se demostré que la deposicidn de anticuerpos en
el interior celular, ya sea el ER o la vacuola produce aumentos en los rendimientos de
produccién al compararlo con la acumulacién en el apoplasto. Siendo importante
remarcar, que los anticuerpos producidos en los diferentes compartimentos fueron
capaces de ensamblarse en tetrameros funcionalmente activos y alcanzaron de manera
correcta el compartimento subcelular al que fueron direccionados. A su vez, los analisis
de glicosilacion indicaron que los anticuerpos alcanzan la vacuola siguiendo dos rutas
distintas: una Golgi dependiente, y otra que es directa desde el ER, pudiendo esta
diferencia en las vias seguidas ser explicadas a través de la saturacién de la maquinaria

de transporte.

En relacion al segundo objetivo, se demostrd que LEC2 es capaz de alcanzar de
manera correcta el nucleo de células de N. benthamiana. La expresién ectdpica de LEC2
genera aumentos en los niveles de acumulacién de proteinas, tanto sencillas como
complejas, retenidas en el ER y direccionadas a apoplasto y vacuola. En este ultimo caso,
ademas, se observa una redireccién de la proteina la cual se localiza en el apoplasto
donde se acumula de manera estable. Esta secrecion se ve acompafada con un aumento
en el pH apoplastico y una disminucién da la actividad proteolitica total de los extractos
obtenidos. Los resultados obtenidos con LEC2 apuntan a un control fino y la activacién
de vias de transporte diferenciales hacia vacuolas, debido a que, si bien las proteinas
conteniendo sefales vacuolares resultaron secretadas, en el caso de ER-Ab se observd

gue el mismo localizé en el ER, pero a su vez fue transportado a la vacuola central y
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parcialmente secretado. Por lo expuesto, LEC2 puede aplicarse como una estrategia
para mejorar los niveles de acumulacidn de proteinas recombinantes direccionadas e la
via secretoria y también constituye una herramienta Util para realizar estudios bdsicos

debido a su capacidad de reprogramar la naturaleza de la célula vegetal.
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1. Materiales

1.1. Material bioldgico
1.1.1. Cepas bacterianas
-Escherichia coli

DH5a: F- endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA
argF)U169, hsdR17(rk- mK+), A—. Utilizada en clonados convencionales.

TOP10 (OneShot® TOP10, Invitrogen Argentina, SA): F- mcrA A(mrrhsdRMS-mcrBC)
$80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR)
endAl A-. Utilizada en clonados que requieren alta eficiencia de transformacién.

DB3.1: F- gyrA462 endAl gInV44 A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-) aral4d galk2
lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtll. Utilizada para amplificarlos vectores Gateway
que contienen el gen toxico ccdB.

XL1-Blue: recAl endA1l gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB laclgZAM15 Tn10

(Tetr)]. Utilizada en clonados convencionales.

-Agrobacterium tumefaciens

GV3101: Agrobacterium que contiene integrado en su cromosoma secuencias derivadas
del plasmido Ti desarmado pTiC58 y un gen de resistencia a rifampicina, ademas del
pldsmido helper pMP90 (pTiC58AT-DNA) que contiene un gen de resistencia a

gentamicina y lleva los genes necesarios para la transferencia del T-DNA.
1.1.2. Plantas

Nicotiana benthamiana jovenes (3-4 semanas), crecidas en camara de 22°C con
fotoperiodo 16:8 hs. (luz:oscuridad). Las mismas se cultivaron con sustrato profesional
multipropdsito GrowMix (Terrafertil S.A., Argentina). Se utilizé ademas el fertilizante de
uso foliar y fertirriego Sampi (importado por S. Ando y Cia. S.A., Argentina -

origen:Japén).

Arabidopsis thaliana linea transgénica Apo-pHusion: Linea con expresién estable

de la proteina quimérica apo-mRFP1-EGFP (Red Fluorescent Protein- Green Fluorescent
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Protein) direccionada al apoplasto, donde funciona como sensor de pH (Gjetting y col
2012). Previo a la siembra las semillas se estratificaron embebidas en agua destilada
(dH20) durante 2-3 dias a 4 °C en oscuridad. Luego fueron cultivadas con sustrato
profesional multipropdsito GrowMix (Terrafertil S.A., Argentina) y se fertilizaron con
Sampi (importado por S. Ando y Cia. S.A., Argentina -origen: Japdn). Las plantas fueron
crecidas en cdmara de cultivo de 22°C con fotoperiodo de 10 hs de luz, 14 hs de

oscuridad para favorecer el desarrollo foliar.
1.2. Mediosy soluciones
1.2.1. Medios de cultivos para bacterias

- Medio Luria-Bertani (LB): Triptona 10 g/L; Extracto de levadura 5g/L; NaCl 0,09
M. Para obtener medios de cultivo sélidos se adiciond 18 g/L de agar-agar.

- Medio Super Optimal broth with Catabolite represion (SOC): Triptona 20g/I,
Extracto de levadura 10g/l, NaCl 10mM, KCl 2.5mM, MgCl2 10mM, MgSO4
10mM, Glucosa 20mM.

- Medio Yeast Extract-Beef extract (YEB): Triptona 10 g/L; Extracto de levadura
5g/L; Extracto de carne 5g/L; NaCl 0,09 M; Glucosa 5,5.10-3M. Para obtener
medios de cultivo sélidos se adiciond 18 g/L de agar-agar.

- Medio PSI: Triptona 20g/L, Extracto de levadura 5g/L, MgS04 5 g/L, pH=7,60.

- Medio de induccion: 0,1% (NH4)2S04, KH2PO4 0,45%, K2HPO4 1%, Sacarosa 0,2%,
Citrato de Sodio 0,05%, 0,5% Glicero,, MgS0O4 1 mM, pH 5,7.

- Medio de infiltracion (Ml): MgCI2 10mM, 10 mM acido morfolinoetansulfénico
(MES) pH 5.7.

1.2.2. Soluciones

- Phosphate buffered saline (PBS): 10mM NaszPQ4, 150 mM NaCl, 2.7mM KCl,
pH=7.4.

- Buffer Tris-acetato-EDTA (TAE) 50X: 2 M Tris, 50 mM EDTA, pH 8.0.

- Tris-buffered saline (TBS) 10X: 1,50 M NacCl, 100 mM Tris, pH8.0.

- Buffer de Separacion 4X: 1.5 M Tris-HCl, 0.4% p/v SDS, pH 8.8.

- Buffer de Stacking 4X: 0.5 M Tris-HCl, 0.4% p/v SDS, pH 6.8.
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- Buffer muestra para proteinas 4X: 1 M Tris-HCl, 2% p/v SDS, 50% v/v glicerol,
0,2% Azul de Bromofenol, pH 8.

- Buffer de siembra para DNA 4X: 20 mM Tris, 50 % v/v glicerol, 1 % p/v Azul de
Bromofenol, 2 mM EDTA pH 8,0.

- Buffer de corrida 10X: 0,25 M Tris, 1,92 M glicina, 1% SDS, pH8.3. -Buffer de
transferencia 10X: 0,25 M Tris, 1,92 M glicina, pH8.3 (al 1X se le adiciona 20%
metanol).

- Buffer de stripping: 2% SDS, 62,5 mM Tris-HCI, 100 mM B_mercaptoetanol.

- Buffer de extraccion: Tris 45 mM, NaCl 15 M, EDTA 1 mM, Ascérbico 40 mM pH
7,4. El cido ascérbico se agrega en el momento de uso y se ajusta pH con NaOH
1M.

- Buffer EB para extraccion de microsomas: Tris—HCl 100 mM, sacarosa 25% [p/p],
glicerol 5% [v/v], EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, KCI5 mM y DTT 1 mM, pH 7.5

- Buffer lavado extraccion de microsomas: Tris—HCl 20 mM pH 7.5 EDTA, 5 mM y
EGTA 5mM

- Acrilamida-Bis acrilamida 30,8% p/v: 30% p/v acrilamida, 0.8% p/v bisacrilamida.

- Acetosiringona  (4'-Hydroxy-3',5'-dimethoxyacetophenone)  (Sigma-Aldrich,
Catalog. # D134406) solucion stock 500X: 100 mM en etanol.

1.3. Soluciones de antibiodticos

Para seleccion de bacterias: todas las soluciones stock se prepararon a una
concentracion 1000 veces superior (1000X) a la de trabajo en agua excepto para los
antibidticos tetraciclina y cloranfenicol para los que se empled etanol 70%. Las
concentraciones de las soluciones stock fueron: Estreptomicina (Str) 50 mg/ml,
Ampicilina (Amp) 50 mg/ml, Tetraciclina (Tc) 10 mg/ml, Kanamicina (Kan) 50 mg/ml,
Cloranfenicol (Chl) 30mg/ml, Gentamicina (Gn) 50 mg/ml.

1.4. Reactivos

Durante el desarrollo de este trabajo se usaron reactivos de grado analitico de:

- Merck (Darmstadt, Alemania).
- Sigma (St. Louis, EE.UU.).
- Fluka (Buchs, Suiza).
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Carlo Erba (Milan, ltalia).
Mallinkrodt (New York, EE.UU.).
QIAGEN Inc. (Valencia, EE.UU.)-

Las drogas y enzimas empleadas en los experimentos de Ingenieria genética

fueron de grado Biologia Molecular de:

1.5.

Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.).

Promega (Madison, EE.UU.).

-New England Biolabs, NEB (Beverly, EE.UU.).

Life technology (EE.UU).

PIERCE (Pierce Rockford, lllinois EEUU) Biotechnology.
Roche (Basilea, Suiza).

BioAmerica Inc. (Miami, FL, USA).

Vectores plasmidicos

1.5.1. Plasmidos comerciales

pENTR™/D-TOPO® TA (Life Technologies Invitrogen, Catalog # K240020). Este

vector pertenece al sistema de clonado TOPO y permite el clonado direccional y eficiente

de productos de PCR con extremos romos. Es utilizado como vector de clonado para

producir “clones de entrada” para la reaccién Gateway.

1.5.2. Plasmidos disponibles en nuestro laboratorio

Utilizados para agroinfiltracion:

pGA482 HC 14D9 (Petruccelliy col 2006a) denominado sec-HC
pGA482 HC 14D9-KDEL (Petruccelli y col 2006a) denominado ER-HC
pGA482 LC 14D9 (Petruccelli y col 2006a) denominado sec-LC
pGWB2 LC 14D9-mCherry (Gonzéles, 2010) denominado LC-RFP
pGWB2 HC 14D9-mCherry (Gonzales, 2010) denominado HC-RFP
pGWB2 HC 14D9-KISIA (Lareu y col 2013) denominado vacl-HC
pGWB2 HC 14D9-NIFRGF (Lareu y col 2013) denominado vac2-HC
pGWB2 HC-RFP-KISIA (Lareu y col 2013) denominado vacl-HC-RFP
pGWB2 GFP-KISIA denominado vacl-GFP
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pGWB2 GFP-NIFRGF denominado vac2-GFP

El vector pMonAmh, que posee resistencia a ampicilina, fue utilizado para la

construccion del marcador de peso molecular mediante la digestion con Hindlll

(Invitrogen Argentina, SA).

1.5.3. Plasmidos cedidos por otros laboratorios

pBin19-TBSV (Voinnet y col 2003).
pBIN61-GFP-HDEL (Brandizzi y col 2003).
pBIN20-ER-Cherry (Nelson y col 2007).
pVKH18-EN6-ST-GFP (Brandizzi y col 2002).
RFP-AFVY (Hunter y col 2007).

pGWB2 (Nakagawa y col 2007).
pEAQ-HT-DEST1 (Sainsbury y col 2009).
pMDCA43 (Curtis y Grossniklaus, 2003).

1.5.4. Plasmidos adquiridos comercialmente del Arabidopsis Stock Center

1.6.

TOPO-U15-D01 (AT1G28300, LEC2)

Enzimas y kits enzimaticos

Enzimas de restriccion: Kpnl, Hindlll, Mlul, EcoRV, Ndel, Nhel, Sacl y PfIMI. Las

enzimas fueron comercialmente adquiridas junto con sus correspondientes buffers de

reaccion, a los proveedores siguientes, segun se indica:

Kits enzimaticos:

1.7.

LR Clonase® Mix (Life Technologies—Invitrogen, California, Estados Unidos)
utilizado para catalizar la reaccién de recombinacion Gateway.
Proteinasa K, provista junto con la anterior, para dar punto final a dicha

recombinacion.

Herramientas informaticas

Imagel (http://imagej.nih.gov/) y Adobe PhotoShop CS5: fueron utilizados para

editar digitalmente las fotos e imagenes del presente trabajo y para la cuantificacién de
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bandas de los inmunoensayos y de geles tefiidos con Coomassie Brilliant Blue R-250 por
densitometria.

Clone Manager 7, version 7.11 (Sci Ed Central): utilizado para simular reacciones
Gateway, que permitieron verificar la continuidad de los marcos de lectura el clonado
de las construcciones obtenidas. Estos vectores fueron virtualmente digeridos con
enzimas de restriccidn y de esta manera se establecieron los patrones de peso molecular
esperados luego de las mismas.

Prims 6 (GraphPad Software, GraphPad Inc., La Jolla, CA) e Infostat (version
2016. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina. URL
http://www.infostat.com.ar): empleados para realizar los analisis estadisticos.

Base de datos de TAIR (https://www.arabidopsis.org/index.jsp): utilizada para
la obtenciéon de las secuencias nucleotidicas codificantes y aminoacidicas de los
efectores utilizados en este trabajo.

Arabidopsis eFP Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi):
utilizado para el andlisis in silico de los niveles de expresién de genes durante el
desarrollo de semillas de A. thaliana.

ExPasy, SiB Bioinformatics Resource Portal
(https://web.expasy.org/translate/): utilizada para la traduccidn in-silico de secuencias
nucleotidicas.

Plant Transcription Factor Database v4.0 (http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/):
utilizado para el andlisis in silico de las secuencias de aminodcidos de los efectores.

UNIProt (www.uniprot.org): utilizado para el analisis in silico de las secuencias

de aminoacidos de los efectores.
1.8. Anticuerpos

Los anticuerpos primarios comerciales utilizados fueron anti-GFP de ratén
(Sigma-Aldrich, product # G1546), anti-RFP de conejo (Thermo Scientific Pierce, product
# R10367) y anticuerpos de conejo especificos de f1,2-Xilosa, al,3-Fucosa y Lewis A. Los
anticuerpos secundarios fueron anti-mouse IgG (H+L) de cabra conjugado con biotina
(Thermo Scientific Pierce, product # 31802), anti-rabbit IgG (H+L) de cabra conjugado

con biotina (Thermo Scientific Pierce, product # 31820) y estreptavidina conjugada con
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HRP (Thermo Scientific Pierce product # 21130). Las concentraciones utilizadas se

detallan en la Tabla M1.

Tabla M1. Diluciones utilizadas de los diferentes anticuerpos para ensayos de inmunoblot

1:1000
1:4000
1:1000
1:1000
1:1000
1:3000
1:1000
1:1000
1:1000

1:20.000
1:20.000

1:20.000

leche 1%p/v en buffer PBS
leche 1%p/v en buffer PBS
leche 1%p/v en buffer PBS
leche 1%p/v en buffer PBS
leche 1%p/v en buffer PBS
leche 1%p/v en buffer PBS
Gelatina 1% en buffer PBS
Gelatina 1% en buffer PBS
Gelatina 1% en buffer PBS

leche 1%p/v en buffer PBS

leche 1%p/v en buffer PBS o en
gelatina 1%p/v en buffer PBS
para analisis de glicanos.

leche 1%p/v en buffer PBS

leche 5%p/v en buffer PBS
gelatina 3% p/v en buffer PBS
para el andlisis de glicanos
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2. Metodologias

2.1. Minipreparacion de DNA plasmidico

La purificacién de DNA plasmidico se realiza mediante el método de lisis alcalina
utilizando el kit comercial Wizard Plus SV Minipreps (Promega Corporation, Madison,

EEUU), segun el protocolo recomendado por el fabricante.

2.2. Digestiones enzimaticas

Para Mlul, la reaccién se produjo utilizando 5 U de la enzima en el buffer
recomendado por el fabricante y 10 pl de la preparacidon del pladsmido, en un
volumen final de 30 pl con agua bidestilada estéril. Para las demds enzimas las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 ul, utilizando 10 U de
cada enzima en el buffer recomendado por el fabricante y 5 ul de la
preparacion de plasmido. Las mezclas de reaccién fueron incubadas a 37°C
de 1 a3 horas, segln el caso. En caso de digestiones dobles se utilizé un buffer que fuera
compatible con ambas enzimas, si era posible o se procedié realizando digestiones

secuenciales.

2.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Las muestras de DNA, tanto plasmidico como productos de digestién enzimatica,
fueron analizadas en geles de agarosa 0,8 % p/v. La agarosa se disolvié en buffer TAE y
luego se adicioné bromuro de etidio (BrEt) que permite la visualizacién de las bandas en
la luz ultravioleta. Las muestras se mezclaron con 1/4 volumen de buffer 4X de siembra
para DNA previo al sembrado de las mismas. Las electroforesis fueron llevadas a cabo
en buffer TAE 1X a voltaje constante (90V). Para visualizar y registrar las corridas
electroforéticas se utilizé un transiluminador de UV (UVP) y los geles fueron digitalizados
con la cdmara Camara Kodak Z 712 IS (7.1 Megapixels) con un Filtro Naranja para

Bromuro de Etidio.
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2.4. Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa y utilizando kit comercial

La purificacion de los fragmentos de DNA provenientes de digestiones
enzimdticas y productos de amplificacién de PCR, fue llevada a cabo con el kit de
purificacion HiYield™Gel/PCR Fragments Extraction Kit YDF 100 (BioAmerica Inc) segun
el protocolo recomendado por el fabricante. Se cortan las bandas del gel de agarosa que
contienen los fragmentos de DNA de interés y se colocan en un tubo de 1,5 ml.
Posteriormente se adicionan 0,5 ml de buffer de dilucién (DF buffer) y se incuban a 55
oC durante 10 minutos, luego se dejan enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente.
Las muestras se transfieren a las columnas de purificacion (DF Column) donde son
sometidas a varios pasos de lavado y finalmente el DNA es eluido de la columna con
agua bidestilada estéril, recuperandolo en un tubo de 1,5 ml estéril. Las muestras de

DNA purificadas fueron almacenadas a -20 2C.

2.5.  Recombinacidn sitio especifica mediante el sistema Gateway (LR clonasa)

La recombinacién sitio especifica se realizd entre el inserto de interés y el vector
pGWB2. Se incubdé a temperatura ambiente durante toda la noche 2 ul de cada
componente de DNA y 0,5 ul de la enzima LR clonasa. Luego se adicionaron 0,5 ul de
proteinasa K para producir inactivacion de la enzima incubando 10 min a 37 2C. Con la
mezcla obtenida se transformaron 7 pul de células competentes One Shot® Chemically
Competent E. coli TOP10 (Invitrogen). Las transformantes fueron seleccionadas
mediante incubacidon en medio de cultivo agar LB con Kanamicina, este antibidtico

corresponde a la resistencia codificada en el vector pEAQ-HT-DEST1.
2.6. Preparacion de células competentes quimicas de E. coli DH5-a.y TOP10

Las células de E. coli competentes quimicas se prepararon por el método de
cloruro de rubidio. Se partié de un stock de células conservado en glicerol a -802C, se
realizé un cultivo en medio LB con el antibidtico correspondiente y se dejé crecer toda
la noche en agitacion (200rpm) a 3729C. Al dia siguiente se tomo una alicuota de dicho
cultivo para inocular un volumen de 500m| de medio PSI con el antibidtico
correspondiente. Se incubd este cultivo en agitacidn a 372C hasta alcanzar una DO600

de aproximadamente 0,5. Se incubd el cultivo 15 minutos a 42C y luego se centrifugd 5
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minutos a 5000 rpm a 49C (Ultracentrifuga Beckman Coulter Avanti J-25). Luego el
precipitado se resuspendié en 200 ml de buffer TBFI. Se repitié la incubacién a 4eCy la
centrifugaciéon. Se resuspendid el precipitado en 20ml de buffer TBFIl e incubd 15
minutos a 49C. Finalmente se fraccioné de a 100ul en tubos estériles y congeldé en

nitrégeno liquido para luego almacenar a -802C.

2.7. Transformacion quimica de células competentes de E. coli DH5-ay TOP10

El stock de células competentes se encuentra conservado a -80 2C. De alli es retirado 10
minutos antes de llevar a cabo la transformacion y se coloca inmediatamente en hielo,
donde las células se descongelan. A continuacién, se adiciona la cantidad adecuada de
pldsmido segun el caso, y se incuba en hielo durante 30 min. Posteriormente, se procede
a realizar el shock térmico colocando la preparacion en un bloque térmico, previamente
ajustado a 42 °C, durante 30 segundos e inmediatamente volver a colocar en hielo
durante 2 minutos. Se adiciona 1ml de medio de cultivo S.0.C. (precalentado a 37 2C) y
se incuba 1h a 37 2C con una agitacién de 200 rpm en agitador (LabLine). El cultivo se
concentra y se siembra, en mechero o flujo laminar, con varilla de vidrio, en placas con
agar LB con el antibiético de seleccién. Como control se lleva a cabo el mismo
procedimiento sin adicionar plasmido a las células, la apariciéon de colonias indicaria

algln tipo de contaminaciéon o problemas con la seleccion.
2.8. Preparacién de células electrocompetentes de A. tumefaciens GV3101

La obtencién de Agrobacterium tumefaciens GV3101 electrocompetentes se
realizd de la siguiente manera: se inoculo 5 ml de agrobacterias provenientes de un
cultivo saturado en 500 ml de medio YEB conteniendo gentamicina 50 pg/ml y se dejé
crecer hasta una densidad 6ptica (DO) de 600 nm igual a 0,5 - 0,7. Las bacterias se
centrifugaron a 4000 rpm (2455g, rotor JA-14 Beckman) por 5 minutos a 4°C y se
descarto el sobrenadante. El precipitado fue resuspendido en glicerol 10 % estéril a 4°C
en lavados sucesivos de 1; 0,5; 0,2 y 0,2 volumenes del cultivo original. Finalmente, las
bacterias fueron resuspendidas en 0,01 Vol. y se alicuotaron en tubos de 1,5 ml de a 100

ul. Por ultimo. fueron conservadas a -80°C hasta su uso.
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2.9. Transformacion de células electrocompetentes de A. tumefaciens
GVv3101

El stock de células electrocompetentes se encuentra conservado a -802C. Tanto
las células como las cubetas estériles de 2mm (Bio-Rad) se colocan en hielo 10 minutos
antes de realizar la transformacién. Una vez descongeladas, se ponen en contacto 100ul
de células con 0,5-5ul de la preparacion de plasmido (necesariamente libre de
electrolitos), se coloca inmediatamente en la cubeta y se incuba 1 minuto en hielo. A
continuacion, se coloca la cubeta en el electroporador (Bio-Rad Gene Pulser Il) y se

procede a electroporar bajo las siguientes condiciones:
e Capacitancia: 25 pF
e Voltaje: 2.5 KV
* Resistencia: 200 Q

Luego de electroporar se deja la mezcla en hielo 1 minuto para que se
reconstituya la membrana plasmatica y se adiciona medio SOC (pre-calentado a 282C).
La mezcla se transfiere a un tubo estéril y se incuba toda la noche en agitacion (200 rpm)
a 289C. Posteriormente, se concentra por centrifugaciéon el cultivo y se siembra con
varilla de vidrio en placas YEB con el antibidtico de seleccién adecuado, siempre en
esterilidad. Como control se lleva a cabo el mismo procedimiento, pero esta vez no se
adiciona plasmido a las células, la aparicion de colonias indicaria algun tipo de

contaminacion o seleccion deficiente.
2.10. Agroinfiltracion de plantas de Nicotiana benthamiana

Los ensayos de agroinfiltracidon se efectuaron de acuerdo al método descripto
por (Batoko y col 2000). Para ello se cultivo un clon de A. tumefaciens, conteniendo el
plasmido binario correspondiente, en medio YEB liquido con los antibidticos adecuados
a 28 °C durante toda la noche, en oscuridad y agitacion (200 rpm). Luego se indujo el
cultivo por el agregado de acetosiringona (concentracion final 200 mM) y se lo incubé a
289C durante 2-4 hs. El cultivo se diluyd hasta obtener la DOggo deseada para cada
construccion segun la Tabla M2. Se prepararon las suspensiones bacterianas

correspondientes por medio de centrifugacidn y resuspensiéon de las bacterias en agua
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destilada. A continuacion, se infiltrd la superficie abaxial de las hojas de N. benthamiana
de 4 semanas de edad utilizando una jeringa de 1 ml sin aguja. Las plantas infiltradas se

mantuvieron en las mismas condiciones utilizadas para su crecimiento.

Tabla M2. DOgg utilizada para las diferentes construcciones empleadas

0,1
0,1
0,4
0,4
0,2
0,2
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,2
0,2

2.11. Extraccién de proteinas en hojas de plantas

La toma de muestra a pequeiia escala se realizé colectando 6 discos de hoja de
5 plantas diferentes agroinfiltradas con la construccién de interés, obteniendo asi 30
discos para cada muestra. Cada experimento se realizé por triplicado. Para infiltraciones
a gran escala se tomaron las hojas completas. La extraccién de las proteinas solubles de
N. benthamiana se realizé a partir de muestras conservadas a -80°C. Para la extraccién
a partir de discos de hoja, se procedié a moler las muestras con un piléon adecuado,
utilizando un tubo de 1,5ml como mortero, manteniéndolas siempre en hielo. Para el
caso de extracciones a partir de hojas completas, se pesan inicialmente en balanza
analitica y se procede a molerlas en mortero con nitrégeno liquido. A continuacion, se
adiciona un volumen de buffer de extraccion igual a la cantidad de hojas procesadas (o
10 ul por disco) y 25 pug de PVPP (polivinil polipirrolidona) por cada gramo de muestra.
Luego se extrae en agitacion durante 15 minutos a 4°Cy para el caso de extracciones de
mayor escala se filtra el extracto en membrana Miracloth. La solucién obtenida se
centrifuga a 4 2C a 20000 xg durante 15 minutos para baja escala y a 30000 xg durante

30 minutos para volUmenes mayores a 10 ml.
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Para realizar una extraccion total se colocan los discos de hojas transformadas
congeladas en tubo de 1,5 ml y se muele con un émbolo adecuado. Se adiciona 10 pl de
buffer muestra por cada disco y se incuba a 95 °C durante 5 minutos, para desnaturalizar

proteasas y evitar que se degrade la proteina de interés.
2.12. Extraccion y purificacion de anticuerpos

Las hojas fueron cosechadas 5 dias después de las agroinfiltraciones, pesadas en
balanza analitica y almacenadas a -80°C hasta el momento de realizar la extraccidn. Para
la extraccion primero fueron molidas en un mortero previamente enfriado con
nitrégeno liquido, realizdndose la molienda hasta obtener un polvo fino. Este polvo fue
transferido a un vaso de precipitado adicionandole un volumen de buffer de extraccién
igual a la cantidad de hojas y 25 ug de PVPP (polivinil polipirrolidona). Esta suspensién
se incubd con agitacion por 15 minutos a 4°C para facilitar la disolucién del anticuerpo.
La mezcla se filtré luego con una lamina de Miracloth (Calbiochem, San Diego, CA) y el
filtrado se centrifugd a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C para eliminar los restos de tejido
vegetal. Posteriormente el sobrenadante se filtré nuevamente en este caso a través de
un filtro de tamano de poro 45 um. Al filtrado se le adiciond 20 uL de resina proteina G-
Sepharosa 4 Fast Flow (GE 17-0818-01) previamente equilibrada (se equilibra
directamente en la columna, pasando 3 volimenes de PBS 1X). Para facilitar la unién del
anticuerpo a la proteina G, los extractos fueron incubados en agitador circular (Decalab,
Argentina) durante 1,5 horas a 4°C. Una vez transcurrido este tiempo el extracto fue
pasado a través de una columna de cromatografia Micro Bio-Spin (Bio Rad Life Science
#7326204) quedando la Sepharosa Proteina G retenida en la placa de vidrio poroso de
la columna. Este procedimiento se realizé a 4°C. El extracto se dejé pasar por gravedad
y en aquellos casos en que el flujo era lento se realizaron centrifugaciones a una
velocidad de 2000 rpm a 4°C. Una vez que se completd el pasaje de todo el extracto, el
tubo donde se incubo el extracto fue lavado con PBS para recuperar la mayor parte de
la Sepharosa- Proteina G. Finalmente la resina retenida en las columnas micro Bio Spin
fue lavada con 3 volumenes de PBS 1X para eliminar la proteina no unida. Luego se
adiciond 40 pL de buffer de muestra de electroforesis, los tubos se sellaron con cinta
adhesiva para evitar la evaporacién y se hirvié a 95°C durante 5 minutos para separar el

anticuerpo de la proteina G y se centrifugd a 2000 rpm.
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2.13. Cuantificacién de proteinas

Para los extractos realizados con buffer de extraccién en condiciones no
desnaturalizantes se cuantificé la cantidad de proteinas solubles totales por el método
del acido bicinconinico (BCA). Para estas determinaciones se utilizé un kit comercial
(Pierce™ BCA Protein Assay Kit #23225). Las medidas se realizaron utilizando un
espectrofotémetro Beckman DU650 UV/Visible, a una longitud de onda de 562nm y
corrigiendo las medidas por el camino éptico. Se utilizé albumina de suero bovino como

estandar para realizar la curva de calibracion.

2.14. Medida de actividad proteolitica por el método de la azocaseina

Para la cuantificacién de la actividad proteolitica total se realizaron extractos de
plantas WT y plantas infiltradas con Agrobacterium tumefaciens portando un vector
vacid o LEC2 a los 5 dias post infiltraciéon (dpi). Se ensayaron al menos 3 replicados
bioldgicos, cada replicado contenia muestras de tejido infiltrado de 5 plantas diferentes.
La extraccién se realizd como se indicd previamente en buffer fosfato pH 5,5 y cada
muestra fue analizada por duplicado. A 100 ul de extracto se le adicionaron 100 pl de
azocaseina 0,5% (p/v) en buffer fosfato pH 5,5. La mezcla de reaccidn se incubo durante
3 hs a 37°Cy fue detenida con el agregado de 100 pl de TCA 10% frio. Se incubaron las
mezclas con TCA durante 15 minutos a 4°C para precipitar la azocaseina que no fue
degradada y posteriormente se centrifugaron a 10000 xg durante 10 minutos a 4°C. A
250 pL del sobrenadante se le adicionaron 750 uL de NaOH 1N y se midié la absorbancia
a 440 nm.

La actividad se expresé como actividad relativa respecto al extracto de hojas WT.
2.15. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Las electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (SDSPAGE) se efectuaron utilizando el equipo Mini-PROTEAN Il Electrophoresis
Cell (BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la preparacién de los geles
de poliacrilamida se siguio el siguiente protocolo: Se prepard el gel de separacion segun
la composicion indicada en la tabla M3, se agregd el TEMED vy el persulfato de amonio,
se mezcld suavemente para evitar la incorporacién de aire y se colocé entre los vidrios

con la ayuda de una pipeta automatica. Una vez cargado % de volumen total se agregd
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un volumen pequefio de etanol 70% v/v para evitar que el oxigeno del aire inhiba la
polimerizacién de la superficie. Se esperaron aproximadamente 30 minutos para dar

lugar a la polimerizacién y luego se preparo el gel de apilamiento de la misma manera.

Tabla M3. Composicion de los geles de poliacrilamida.

*Los volimenes estan expresados en ml.

Para realizar la corrida electroforética, las muestras se mezclaron con buffer
muestra y en caso de realizar la corrida en condiciones reductoras se adiciond B-
mercaptoetanol al 5% y se incubaron 5 minutos a 952C. Las electroforesis se corrieron a
15mA hasta pasar el gel de apilamiento, momento en que la corriente se subidé a 25mA

por gel.
2.16. Inmunoensayo

Transferencia: Luego de efectuada la electroforesis, los geles de poliacrilamida
fueron equilibrados por 5 min en buffer de transferencia junto con la membrana de
nitrocelulosa y los papeles de filtro (Schleicher & Schuell Bioscience, Keene, NH). Se
monté el cassette del equipo de electrotransferencia Fastblot B44 (Biometra) colocando
el gel y la membrana de nitrocelulosa entre los papeles de filtro, asegurando que no
gueden burbujas de aire entre las capas. Se montd el equipo y se aplicd una corriente

de 5mA por cm? durante 45 minutos.

Confirmacidn de la transferencia: Luego de la transferencia, las membranas de

nitrocelulosa se incubaron con una solucién de colorante Rojo Ponceau (Sigma-Aldrich -
0,5%p/v de colorante RP en acido acético 1% v/v) por 5 minutos, luego se lavaron con

H,O bidestilada estéril hasta decolorar el fondo.

Revelado: Las membranas se bloquearon incubandolas 1 hora a 372C en leche

descremada en polvo 5%p/v en PBS o en gelatina 5%p/v en caso del andlisis de glicanos.

118



Materiales y Métodos

Luego se lavaron 6 veces durante 5 minutos con el buffer PBS. Posteriormente, se
incubaron con el anticuerpo primario elegido durante toda la noche a 4 °C. A
continuacion, se lavé la membrana de la misma manera que antes y se incubd con el
anticuerpo secundario correspondiente durante 1 hora a 372. Luego se procedid
nuevamente a lavar la membrana con PBS. Finalmente se incubd la membrana con
estreptavidina conjugada con peroxidasa (HRP) durante 30 minutos a 37°C, para luego
lavar nuevamente la membrana de la misma manera que los pasos previos. La sefial
inmunoreactiva fue detectada con placas fotograficas (Amersham Hyperfilm™ MP, GE
Healthcare) utilizando como sustrato la mezcla de solucién A (luminol 4%p/v en DMSO,
acido p-cumdrico 1,5%p/v en DMSO, en buffer separador diluido 1:10) con igual

volumen de solucién B (H20; 100 vol en buffer separador diluido 1:10).
2.17. Stripping

Para reutilizar las membranas de nitrocelulosa, y asi poder revelarlas con otro
anticuerpo de interés, se procedié a eliminar los anticuerpos unidos mediante una
incubacidén en buffer de stripping a 602C durante 30 minutos. Luego se lavd 6 veces con
PBS durante 5 minutos. A continuacién, se bloqued la membrana nuevamente con leche

descremada en polvo 5% p/v en PBS y se desarrollé el inmunoblot normalmente.
2.18. Procesamiento de datos por densitometria del inmunoblot

Para efectuar las medidas de intensidad de banda se utilizé el software Image J.
Se calculd el histograma correspondiente a la zona de la banda que se desea medir, se
traza una linea de base y se selecciona la zona bajo la curva correspondiente a la banda.
Se determinaron de esta forma en unidades arbitrarias las intensidades de las bandas y,

teniendo en cuenta los volUmenes de cada muestra, se calcularon las sefales totales.

2.19. Anaélisis por MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser-desorption ionization
time-of-flight mass spectrometry)

La banda correspondiente a la cadena pesada (aproximadamente 3 ug) fue
separada del SDS-PAGE, cortada en pequenas piezas, lavada dos veces (15 minutos cada
una) con 50 pl de acetonitrilo 50% (v/v) para remover SDS residual y el colorante
Coomassie. Luego se trata unos segundos con 50 ul acetonitrilo 100%, seguido de una

incubacién de 5 minutos con 30 pl NH4HCOs 0.1 M fresco y 15 minutos con 50 pl
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acetonitrilo 100%. Luego se seca 15-20 min en Speed Vac sin calor. Posteriormete se
realiza la carbamidametilacion. Para ello se reduce con 50 ul DTT (ditiotreitol) 10 mM
disuelto en NH4HCO3 0.1 M por 45 min a 56 °C. Se descarta el liquido y se alquila con 50
pl iodoacetamida 55mM en NH4HCOs 0.1 M durante 30 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad. Luego se lava nuevamente las piezas de gel con 50 pl
acetonitrilo 50% (dos lavados de 15 minutos) y un lavado de unos segundos con 50 pl
acetonitrilo 100% seguido de una incubacién de 5 minutos en 30 pl NH4HCO3 0.1 M
fresco y 15 minutos en 30 pl acetonitrilo 100%. Finalmente se seca 15-20 min en speed
vac. El proceso se contintia con una digestiodn triptica empleando 10 ul de tripsina-bovina
50 ng/ul en HCl 1 M y 10-20 ul NH4HCO3 25mM. Las piezas del gel se incuban en esta
solucion 37°C toda la noche. Finalmente se extraen los péptidos con 30 pul NH4HCO3 25
mM pH 8.0 durante 15 minutos, luego se agrega 30 ul acetonitrilo 100% y se continua la
extracciéon por 15 minutos. El liquido conteniendo los péptidos se pasa a un eppendorf.
Las piezas de gel se extraen nuevamente con 30 pl acido férmico 5% durante 15 minutos,
repitiéndose esta Ultima extraccién una vez mdas. Estos extractos se mezclan con el
primero, y los péptidos se secan toda la noche en speed vac. Para el andlisis por MALDI-
TOF-MS los péptidos se disuelven en 20 pl de acido formico 5% y 5 pl solucidon de matriz
(1% acido alfa-ciano-4-hidroxi-cindmico en acetonitrilo 70% en agua). Alicuotas de 1 pl
se aplican en el plato de muestra plano, se secan inmediatamente con vacio y el espectro
MALDI-TOF-MS se adquiere en un Espectrémetro de Masa DYNAMO linear TOF (Thermo
BioAnalysis, Hemel Hempstead, U.K.) como se describe en Wilson y col 2001.

Los analisis por MALDI-TOF fueron realizados en Departamento de Genética
Aplicada y Biologia Celular, BOKU, Viena, Austria en el marco de un proyecto de

colaboracién con la Dra. Herta Steinkellner.
2.20. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

2.20.1. ELISA tipo sandwich

Para cuantificacién de los niveles de expresion de las diferentes variantes del
anticuerpo las muestras de hoja de N. benthamiana fueron colectadas a 5 dpi ya que
corresponde al maximo nivel detectado de esta proteina. Se ensayaron al menos 3

replicados biolégicos, cada replicado contenia muestras de tejido infiltrado de 5 plantas
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diferentes. La extraccidn se realizé como se indicé previamente y cada muestra fue
analizada por duplicado. Cada fosa fue sensibilizada con una dilucién 1:5000 de
anticuerpo anti-ratén especifico contra la cadena liviana (LC) producido en cabra en PBS
a 4°C durante toda la noche. Los sitios de unién no especificos fueron bloqueados con
leche descremada 3% p/v en PBS durante 1 hora a 37°C. Luego de tres lavados de 10
minutos cada uno con PBS la placa fue incubada con 100 pg de proteinas solubles totales
de hoja (TSP) durante toda la noche a 4°C. Las placas fueron lavadas nuevamente con
PBS e incubadas con una dilucidn 1:3000 de anticuerpo anti-ratén conjugado a biotina
especifico contra la cadena pesada (HC) producido en cabra en leche 1% p/v en PBS
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente las placas se lavaron e incubaron durante
1 hora a 37°C con una dilucidon 1:20000 de estreptavidina conjugada a HRP. Para el
revelado se utilizé el sustrato tetramethylbenzidine (TMB)—peroxidasa (Kirkegaard and
Perry Laboratories, Gaithersburg, MD) y la densidad éptica se midié a 630 nm. Una
inmunoglobulina IgG comercial purificada fue utilizada para realizar la curva de

calibracion.
2.20.2. ELISA indirecto

Para analizar la capacidad de los anticuerpos de interaccionar con su antigeno,
se llevd a cabo un ELISA indirecto. El mAb14D9 es un anticuerpo catélitico que reconoce
el hapteno enol eter 14D9 (Reymond et al., 1993). Las placas fueron sensibilizadas con
el hapteno 14D9 fusionado a BSA (1 pg/ml), el cual fue provisto por Richard Lerner, The
Scripps Research Institute, La Jolla CA), por absorcién pasiva durante 16 horas a 4°C. El
bloqueo se realizd con leche descremada 3% p/v en PBS durante 1 hora a 37°C y
posteriormente se incubaron durante toda la noche con 100 pg de TSP a 4°C.
Finalmente, se realizaron incubaciones con anticuerpo anti-ratén IgG conjugado a
biotina, estreptavidina conjugada a HRP (1:20000) y TMB peroxidasa como se describid

en la seccion anterior.
2.21. Aislamiento de membranas microsomales

El aislamiento de la fraccion de membranas microsomales fue mayormente
realizado como se describe en (Abas y Luschnig, 2010). Todos los pasos fueron realizados

en hielo y todas las centrifugaciones a 4°C. Muestras de hoja (50 mg para ER-Ab y Vac-
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Abs y 200 mg para sec-Ab) fueron molidas en hielo y luego se adiciono buffer EB (Tris—
HCl 100 mM, sacarosa 25% [p/p], glicerol 5% [v/v], EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, KCI 5
mM y DTT 1 mM, pH 7.5) en relacién 1 ul EB/ mg de material, volumen minimo utilizado
100 pl. Los extractos se centrifugaron a 600 xg durante 3 minutos y se conservo el
sobrenadante. El pellet obtenido fue re-extraido usando la mitad del volumen original y
centrifugado a 600 xg durante 3 minutos y el sobrenadante se adicioné al obtenido en
la centrifugacion previa. Las muestras fueron diluidas para obtener una concentracién
de sacarosa final de 12% p/p, divididas en alicuotas de 200 pl en tubos de 1,5 mly
centrifugadas a 21000 xg durante 2 horas. El sobrenadante se conserve como la fraccién
soluble (FS) y los pellets microsomales (PM) fueron lavados con 150 pl de buffer de
lavado (Tris—HCI [pH 7.5]20 mM, EDTA 5 mM y EGTA 5 mM). Las muestras fueron
centrifugadas a 21000 xg durante 45 minutos, el sobrenadante es descartado y el PM
fue resuspendido en 100 pl de buffer muestra de SDS-PAGE y hervidos durante 5

minutos. Las fracciones solubles y pellets microsomales fueron conservados a -20°C.
2.22. Agroinfiltracién de hojas de Arabidopsis thaliana

Para infiltrar hojas de A. thaliana se procedid segun el protocolo de (Mangano y
col 2014). La agrobacteria que portaba el vector binario con la construccién deseada se
crecié toda la noche, a 28°C en agitacion y oscuridad. Este cultivo fue diluido en medio
YEB con los antibidticos correspondientes a acetosiringona 100 uM a una DOggode 0,3 y
se dejo crecer en las mismas condiciones previas hasta alcanzar una DO de 0,6. Una vez
alcanzada esta condicidn se centrifugo el cultivo a 5000 x g durante 5 minutos, el pellet
obtenido fue resuspendido en medio de infiltracion adicionado con los antibidticos
correspondientes y acetosiringona 200 uM y se incubo a 30°C con agitacion durante 3-
4 hs. Finalmente se midié la DOeoo, se diluyd el cultivo hasta obtener la DO deseada y se
preprararon las suspensiones de bacterias por centrifugacidn y resuspencion en medio
de infiltracion. La infiltracidon se realizé utilizando jeringas de 1 ml sin aguja en la cara

abaxial de la hoja.
2.23. Obtencién y andlisis de fluido apoplastico (FA) de hojas

La extraccidon de FA de hojas se realizé empleando la técnica de infiltracion en

vacio seguida de centrifugacién en frio segiun (Lohaus y col 2001), Brevemente,
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mediante esta técnica las hojas se infiltran con una solucién de infiltracion (Scin), que
puede ser agua bidestilada (ddH,0) o un determinado buffer, y luego se someten a una
centrifugacién a bajas revoluciones, que permite extraer Fluido de lavado Apoplastico
(FLA), que es el FA mas la Scin.

Para esto las hojas se cortaron de la planta a la mitad del peciolo e
inmediatamente se lavaron con ddH;0. Para la infiltracién se colocaron de a 4-6 hojas
en una jeringa de plastico de 60 ml y se cubrieron con Scin (en este trabajo ddH0 fria)
hasta la marca de 40 ml. Luego se colocd un tapdn en el orificio donde se insertaria la
aguja y se aplicd vacio tirando del émbolo hasta la marca de 60 ml durante 30 segundos,
luego se retiré gradualmente el vacié soltando muy suavemente el émbolo. Los pulsos
de vacio se repitieron 5 veces a fin de asegurar la infiltracion total de las hojas (hecho
gue puede visualizarse claramente). Posteriormente, las superficies de las hojas
infiltradas se secaron muy bien con papel “tissue” y se colocaron, nuevamente en grupos
de 3-4 hojas, en el interior de tubos de centrifuga de 50 ml, con los peciolos hacia arriba,
y adheridos a la boca del tubo con una cinta adhesiva. Para el analisis de metabolitos y
proteinas, en cada tubo se agregd 5 ul de 300 mM de PMSF (inhibidor de proteasas
serinicas), para realizar medidas de potencial soluto, no se agregdé PMSF. Luego se
centrifugaron a 4 °C a 500-600 xg durante 40 min. El FLA se colect6 del fondo de cada
tubo y se traspasd a tubos de 1,5 ml para su almacenamiento a -80 °C hasta ser

analizados.

2.24. Microscopia de diseccidon fluorescente y microscopia de fluorescencia
confocal

Luego de 5 dias de incubacién postinfiltracion, las hojas agroinfiltradas fueron
analizadas por microscopia. En el caso de la microscopia de diseccién fluorescente, se
utilizé lupa UV Leica MZ10F con filtros GFP Plant (excitacién 470/40nm, emisién 525/50
nm) y DsRed (excitacion 545/30nm, emision 620/60 nm) acoplado a una camara CCD
refrigerada (Leica DFC 490). Los estudios de microscopia de fluorescencia confocal se
realizaron utilizando un Microscopio Invertido DMI 6000 CS motorizado acoplado a un
Laser Confocal Espectral Materiales y Métodos 102 (CLSM) Leica TCS SP5 equipado con
7 lineas de laser, AOTF (Acousto-Optic Tunable Filter), AOBS (Acousto-Optical Beam

Splitter) y sistema de barrido (Tandem-scanning system SP5). Las estructuras

123



Materiales y Métodos

subcelulares fueron visualizadas utilizando el objetivo de aceite 63x. Se utilizaron las
siguientes condiciones de excitacion/emisién: fluorescencia de la clorofila 633/670-730
nm, EGFP 488/524-550 nm, mRPF1 543/566—634 nm. Las imagenes fueron adquiridas

con el software LAS AF versidon 2.2.1 y se procesaron con el software ImageJ.
2.25. Determinacién del pH apoplastico foliar

Se utilizaron plantas de Arabidopsis Apo-pHusion que expresan en el apoplasto
el sensor de pH apo-mRFP1-EGFP (Gjetting y col 2012). EGFP es muy sensible a cambios
en el pH, la mayor sefial de EGFP se da a pH 7-8 y a medida que disminuye el pH Ila
fluorescencia de EGFP se va debilitando, hasta apagarse totalmente a pH < 5 (pKa =
6,15). Por el contrario, mRFP1 es practicamente insensible a cambios en el pH dentro
del rango de pH fisioldgico (pKa = 4,5). Con valores de pKa de los dos fluoréforos en el
intervalo acido, este sensor es adecuado para mediciones de pH en el apoplasto de
tejidos vegetales (Gjetting y col 2012).

2.25.1 Determinacidn del pH del apoplasto de hojas in vivo por microscopia de
fluorescencia

El pH se calculd por la relacién de fluorescencia entre EGFP y mRFP1 en el
apoplasto de la epidermis de hojas registrada in vivo con un microscopio confocal (los
detalles del microscopio, y seteos utilizados se describen a continuacion). Luego de la
captura de imagenes, con el software Image) se calculé para cada region de interés (ROI)
la relacién de intensidades de pixeles promedio EGFP/mRFP1. Para calcular el pH de
cada ROl se extrapolo el valor de la relacion de intensidades EGFP/mRFP1 del ROl sobre

la grafica de una curva de calibracién del sensor.
2.25.2  Calibracién in vitro del sensor

La curva se generd utilizando FLA extraido de plantas apo-mRFP1-EGFP (la
extraccién de FLA de hojas de Arabidopsis se describio en el punto 4.1). El FLA se incubd
con buffers de distintos pH (ver Tabla M4 con la composicién de los buffers) y se analizd
por microscopia confocal. Luego de la captura de imdagenes, con el software Imagel se

calculd la relacion de la intensidad de la sefial de fluorescencia EGFP/mRFP1 para cada
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valor de pH, y con el software GraphPad Prism se realizé un ajuste no lineal de la relacién

EGFP/mRFP1 vs pH y se generd una curva de calibracion sigmoide.

Tabla M4. Buffers utilizados para construir la curva de calibracion del sensor de pH

MES 300 mM
MES 300 mM
MES 300 mM
MES 300 mM
MES 300 mM
MES 300 mM
Tris HCI 300 mM
Tris HCI 300 mM
Tris HCI 300 mM

2.25.3 Andlisis de Imagenes. Relacion de fluorescencia EGFP/mRFP1

Con el software Imagel, se generaron imagenes de relacién de fluorescencia
EGFP/mRFP1 mediante la superposicion de imagenes confocales correspondientes a los
canales EGFP y mRFP. Para la presentacidn visual de las imagenes de relacién, a partir
de la calibracién in vitro del sensor se disefid y ajusté una tabla de pseudocolor que

abarcé el rango dinamico del sensor.

2.26. Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con los programas GraphPad
Prism (version 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,

www.graphpad.com) e InfoStat (version 2016. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional

de Coérdoba, Argentina. URL http://www.infostat.com.ar). Para evaluar los datos
estadisticamente se llevd a cabo un test one-way ANOVA. Las muestras se compararon
estadisticamente aplicando los test de Dunnet o Tukey segun el caso. Alternativamente

se utilizd un t-test de student.
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Anexo

Material suplementario del capitulo Il

1. Efecto de LEC2 sobre reporteros direccionados a vacuolas

Como se indicé en el capitulo I, se analizaron los efectos de LEC2 sobre la
acumulacién de la proteina vacuolar RFP-AFVY (vac-RFP) observandose aumentos de 3

— 7 veces en presencia de LEC2 (Figura S.1).
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Figura S.1. Efecto del factor de semilla LEC2 sobre la acumuacion de proteinas vacuolares.

Los cambios en la acumulacion de vac-RFP en presencia y ausencia de LEC2 fueron analizados por inmunoblot
empleando un anticuerpo especifico contra RFP.

La calle WT corresponde a un extracto de hojas infiltradas con agua, la calle 1 corresponde a extractos de hojas
infiltradas con agrobacterias que portaban la contrucciones P19 y vac-RFP y la calle 2 corresponde a hojas
infiltradas con agrobacterias que portaban las construcciones vac-RFP y LEC2.

Para cuantificar el efecto de LEC2 se analizd la intensidad de las bandas obtenidas en el inmunoblo utilizando el
software Imagel. El histrograma muestra los valores obtenidos para 3 experimentos independientes. Las barras de
error representan el error estandar de la media. Diferencia estadisticamente significativa por test de Tukey: **** p
<0,0001
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2. Efecto de LEC2 sobre la localizacion de las variantes vacuolares de GFP

Se decidid trabajar con GFP fusionada a dos sefales direccionamiento vacuolar
bien caracterizadas, KISIA (vac1-GFP) y NIFRGF (vac2-GFP), provenientes de la proteina
de reserva 11S de amaranto, con la finalidad de evaluar si el efecto observado sobre vac-
RFP era particular de este marcador o se extendia a proteinas que poseen sefales de
direccionamiento a vacuola distintas y a su vez, debido a que esta proteina no es estable
en el compartimento vacuolar. El analisis de localizacién subcelular demostré que, en
ausencia de LEC2 estas versiones de GFP no son detectadas en el limen de la vaucola
central, probablemente debido a la inestabilidad que presenta esta molécula a pH acido,
lograndose observar marca en el ER en células aisladas, posiblemente debido a
moléculas en transito (Figura S2, control). En cambio, en presencia de LEC2 ambas

variantes vacuolares de GFP se localizaron en el apoplasto (Figura S.2, +LEC2).

Control +LEC2

Vacl-GFP

Vac2-GFP

Figura S.2. Efecto de LEC2 sobre la localizacion de vac1-GFP y vac2-GFP.

Localizacidn subcelular de Vac1-GFP y Vac2-GFP en ausencia (Control) y presencia de LEC2
(+LEC2). En ausencia de LEC2 ambas versiones de GFP fueron observadas en el ER Unicamente
en células aisladas, mientras que en presencia de LEC2 las mismas se localizaron en el apoplasto.
Escala de la barra 25 um.
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3. Curva de calibracion in vitro del sensor apo-pHusion

Para relacionar la relacién de fluorescencia entre eGFP y mRFP1 con un valor de
pH se realizd, para cada ensayo, una curva de calibracion utilizando fluido apoplastico
extraido de plantas apo-pHusion el cual se calibro a diferentes pH utilizando el set de
buffers indicados en Materiales y Métodos. La figura S.3 muestra la curva de calibracién

obtenida para las micrografias de relacién de fluorescencia presentadas en el capitulo
.
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Figura S.3. Calibracion del sensor apo-pHusion.

A) Curva de calibracién in vitro del sensor Apo-pHusion.

B) Gréfico de relacion de fluorescencia de plantas apo-pHusion sin infiltrar (1), infiltradas con el verctor vacio
(2) y con LEC2 (3). Las barras representan error estandar de la media. **** Denota diferencia
estadisticamente significativa por test de Tukey (p< 0.0001).
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