2014-2016

MASTER EN BIOTECNOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DE

PLANTAS
TRABAJO FINAL DE MASTER:
COT
Jibmcp ?t?;f‘
y Celular de Plantas csIC

Optimizacion de la técnica de Agroinfeccion para la

produccion de proteinas en plantas de N. benthamiana

M. Cristina Valero Martinez

Director experimental:
Diego Orzaez Calatayud

En Valencia a 11 de enero de 2016



Instituto de Biologia Molecular
y Celular de Plantas

NOTA DE LA AUTORA:

Este trabajo titulado: “Optimizacion de la técnica de Agroinfeccion para la produccién
de proteinas en plantas de N. benthamiana”, que comenzaba alld por 2014 en el

laboratorio 2.10 del IBMCP, ha llegado a su fin.

En estas paginas se recogen algo mas que explicaciones, resultados y referencias. Es el
reflejo de un periodo de enorme aprendizaje, desde cada una de las horas de clase,
examenes y trabajos, hasta todos los dias de laboratorio y elaboracién de esta memoria.
Me siento enormemente satisfecha del conocimiento que me llevo después del intenso

esfuerzo que me ha iniciado en el mundo de la investigacion.

Quiero hacer un especial agradecimiento a Asun por ensefarme casi todo lo que sé
sobre el laboratorio, por ayudarme en mis comienzos y por resolver siempre las dudas
gue se me planteaban. Gracias a Diego, por su paciencia y por guiarme durante todo
este trabajo. Gracias a Julve, a Joan y a Estefania, por su enorme sentido del
companerismo. Gracias también a Silvia, por intentar poner orden en medio del caos
que suele invadirnos. Gracias a mi familia y a mis amigos por haberme hecho mas feliz

este tiempo. Y por ultimo, gracias a mi misma.

M. Cristina Valero Martinez

Valencia, 11 de enero de 2016

fibmcp

XA

[ ]
¥

CSIC

2014-2016




v

% ]

o
Jibmcp
Instituto de Biologia Molecular

y Celular de Plantas CSIC

Resumen

Abstract

Introduccidn

3.1. Plantas biofactoria

3.2. Las plantas como un sistema industrial escalable
3.3. Produccion de anti-venenos en planta

3.4. Expresioén transitoria en plantas

3.5. Vectores virales

3.6. Magnlicon

3.7. Agroinfeccion por infiltraciéon

3.8. Agroinfeccidn por spray e inmersion

Objetivos

Material y Métodos

5.1. Material
5.1.1. Plasmidos
5.1.2. Medios de cultivo
5.1.3. Material vegetal
5.1.4. Medio de Agroinfiltracion
5.1.5. Medio de Agroinfeccion

5.1.6. Toma y analisis de imagenes

2014-2016



7
Jlbmcp -
Instituto de Biologia Molecular

y Celular de Plantas CSIC

5.2. Métodos
5.2.1. Protocolo de Agroinfeccién
5.2.1.1. Spray con pulverizador eléctrico
5.2.1.2.  Spray con pulverizador por presién manual
5.2.1.3.  Inmersion
5.2.2. Tomay Procesamiento de imagenes (protocolos)

5.2.3. Cuantificacion y purificacién de anticuerpos

Resultados

6.1. Métodos y herramientas de Agroinfeccién, para la expresién transitoria en
plantas de N.benthamiana.

6.2. Ajuste de la OD y de la concentracion de surfactante.

6.3. Efecto de la re-agroinfeccion sobre la expresidon transitoria.

6.4. Expresidon de un anticuerpo policlonal recombinante.

Discusion

Conclusiones

Bibliografia

2014-2016



Instituto de Biologia Molecular
y Celular de Plantas

1. Resumen

Actualmente, las proteinas utilizadas por la industria farmacéutica se producen,
principalmente, en células de mamiferos, insectos y bacterias. Estos sistemas de
produccién son eficaces, pero la purificacion de la proteina producida es cara, lo que la
hace inaccesible para muchos paises (Walsh, 2014). Por esto, en los ultimos afios, el uso
de las plantas como biofactorias ha ido tomando importancia. Ofrece un sistema
escalable, de alta produccidon de proteinas funcionales, libres de patdgenos propios de
animales, faciles de purificar y con un bajo coste en la produccion y la purificacion (Gleba
et al., 2004), (Krenek et al., 2015), (Chen et al., 2015). La rentabilidad del Molecular
Pharming se debe a la expresion transitoria de genes y al uso de vectores virales
decosntruidos. Para la expresioén transitoria, las plantas son transformadas mediante un
vector bacteriano, Agrobacterium tumefaciens, por Agroinfeccion (Marillonnet et al.,
2005). Tradicionalmente, la Agroinfeccidn por infiltracion (o Agroinfiltracién) a vacio, es
el método usado, pero a la vez, puede suponer un problema para la escalabilidad del
proceso, debido a las inversiones necesarias en las cdmaras de vacio en las que
agroinfiltrar una gran cantidad de plantas. Por esto, se estudian nuevos herramientas y
procedimientos que permitan una produccién rentable, con una minima inversiéon
(Kwon and Daniell, 2015). En este trabajo hemos querido probar el resultado obtenido
con algunas de estas herramientas, como son sprays o la simple inmersidn de las plantas
en una solucion de Agroinfeccion. Para ello, hemos optimizado la ODesgo (densidad dptica
bacteriana) y la concentracion de surfactante (que favorezca la penetracion de la
solucién de Agroinfeccién en el tejido vegetal). Con todo esto, hemos pretendido

obtener una maxima expresion de proteina con un coste, esfuerzo y tiempo, minimos.
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2. Abstract

Nowadays, proteins used by pharmaceutical industry are produced, mainly, in mammal,
insect and bacterial cells. These production systems are effective, but produced protein
purification is expensive, so it becomes prohibitive for many countries. For this reason,
during the last years, plants use as biofactories has gained importance. It offers a
scalable system of high functional protein production, it is zoonotic pathogen-free and
easy to manipulate and it has a low cost production and purification (Gleba et al., 2004),
(Krenek et al., 2015), (Chen et al., 2015). The Molecular Pharming profitability is due to
genes transient expression and to the use of deconstructed viral vectors. For the
transient expression, the plants are transformed by a bacterial vector, Agrobacterium
tumefaciens, through Agroinfection (Marillonnet et al., 2005). Traditionally, vacuum
infiltration Agroinfection (or Agroinfiltration) is the used method, but, in the same time,
it can be a problem for the proccess scalability because of the required inversions in the
vacuum chamber in which a huge quantity of plants is agroinfiltrated (Kwon and Daniell,
2015). In this paper, we wanted to test the result with some of these tools, such as sprays
or simple immersion of plants in a agroinfection solution. To do this, we have optimized
the ODsoo (bacterial optical density) and the concentration of surfactant (wich improves
solution penetrarion in the vegetal tissue). With all this, we have tried to obtain

maximum expression of protein at a minimun cost, effort and time.
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3. Introduccion

3.1. Plantas biofactoria

El uso de plantas biofactoria o Molecular Pharming consiste en la produccién de
proteinas recombinantes utilizando la biotecnologia de plantas (Stoger et al., 2014). El
Molecular Pharming representa la oportunidad de fabricar medicamentos
econdmicamente asequibles y ponerlos a disposicion del mercado a escala global. Esto
supone el posible acceso de paises en vias de desarrollo, a ciertos fdrmacos, hasta ahora

fuera de su alcance (Paul et al., 2011), (Ma et al., 2013).

Es un sistema considerado eficiente frente a otros, como las bacterias, las levaduras o
las células de mamiferos (Paul and Ma, 2011). Las ventajas que ofrecen las plantas como

biofactorias son:

e Alta produccién de proteinas con bajo coste

e La obtencién de proteinas de interés, funcionales y libres de patdgenos propios
de animales

e Facil purificacién de las proteinas obtenidas

e Sistema con potencial para la escalabilidad del proceso de produccion

Gracias a estas ventajas, el desarrollo de plantas como biofactorias para la produccién
de proteinas con usos industriales ha aumentado en los ultimos afios, pero faltan
algunos ajustes antes de que se generalice su uso, como ocurre con otros métodos de
produccién mas utilizados para el mismo fin, como: bacterias, células de ratén, etcétera

(Gleba et al., 2007), (Tusé et al., 2014).

3.2. Las plantas como un sistema industrial escalable

Como ya se ha mencionado, las plantas proporcionan un sistema barato y con multiples
ventajas para la produccién a gran escala de proteinas recombinantes valiosas (Twyman

et al., 2003), (Desai et al., 2010), (Paul et al., 2011).
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Los productos biofarmacéuticos que se obtienen con los sistemas de produccién
actuales son, en muchas ocasiones, prohibitivamente caros y no estan al alcance de la
gran mayoria de la poblacién mundial. El costo de los medicamentos de proteinas se
estimo en $ 140 mil millones en 2013, lo que supone que supera el PIB de mas del 75%
de los paises de todo el mundo (Walsh, 2014). Esto es debido a su produccion en
fermentadores que encarecen muchisimo la produccién y el coste final, sumado a la
purificacién, almacenamiento en frio, transporte, una vida util corta y la necesidad de
condiciones de esterilidad en todo el proceso. Gran parte de estos gastos se eliminarian
con la produccion en plantas. Por ejemplo, ciertos farmacos producidos en plantas
podrian administrarse de forma oral, sin necesidad de purificacién y facilitando el

transporte y almacenamiento (Kwon and Daniell, 2015).

3.3. Produccién de anti-venenos en planta

Recientemente, Médicos Sin Fronteras lanzaba una campafia de prensa en la que se
sugirid que la interrupcién de la produccién del Fav-Afrique (Sanofi-Pasteur, Lyon,
Francia), uno de los pocos antivenenos eficaces usados en Africa, daria lugar a
innumerables muertes en el continente (Wolf et al., 2011). Esta campafia ha causado
panico en paises sub-saharianos ya que se sugiere que la regidén no sera capaz de hacer
frente a los 300.000 envenenamientos, 7.000 muertes, y 10.000 discapacidades
permanentes, causadas por mordeduras de serpiente al aiio.

El productor de Fav-Afrique detuvo la produccidon debido a la caida drdstica de las
ventas.

Los fabricantes han sabido hacer buenos antivenenos durante décadas. Existen varios
antivenenos que cumplen con los requisitos, cada vez mas rigurosos, de la produccién
del suero antiofidico. Los antivenenos deben cumplir varios requisitos, como ser eficaces
contra las especies locales, lo suficientemente seguros para su uso en centros de salud
mal equipados, fisicoquimicamente estables (para soportar el transporte vy

almacenamiento en territorio africano) y de facil acceso para los pacientes, que son,
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por lo general, las personas que viven en las zonas rurales con pocos recursos y poco
apoyo financiero (Chippaux et al., 2015).

En el laboratorio 2.10 del IBMCP se esta poniendo a punto la produccion de antivenenos
para la picadura de algunas serpientes como Bothrops asper. A partir de un Working Cell
Bank mejorado por Phage Display se ha obtenido un Bulk de anticuerpos frente a
serpientes. La produccion de este Bulk de anticuerpos en plantas, se utilizara para
probar la eficacia de los pardmetros ajustados en este trabajo para optimizar el proceso

de agroinfeccion.

3.4. Expresidn transitoria en plantas

Para el uso de plantas como biofactorias, la expresion transitoria es una herramienta
clave. La expresion transitoria se define como un proceso rapido, que consiste en la
expresion de ciertos genes, que no han tenido que integrarse previamente en el genoma
de la planta. Ofrece ciertas ventajas con respecto a la transformacién estable o nuclear
de la planta. Una transformacién nuclear estable de la planta, implica introducir los
genes a expresar en el genoma nuclear de la misma. Por tanto, la expresion transitoria,
es mas rapida que la transformacién estable (Twyman et al., 2003), (Geisse et al., 2012),

(Krenek et al., 2015).

Las herramientas clave para la expresidn transitoria en plantas son: los genes
transmitidos por Agrobacterium y la amplificacion transitoria basada en vectores
virales. En ambos casos, la expresion se basa en que un vector, ya sea una bacteria y/o
un virus, sean los que transmitan el transgen sin necesidad de la integracion estable del
mismo. La ventaja mds obvia del sistema es la velocidad ya que la expresién de la
proteina de interés en las hojas de las plantas agroinfiltradas es de 3-4 dias (Gleba et al.,

2005), (Lacroix et al., 2013), (Krenek et al., 2015).

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria de tipo gram negativa, en su forma salvaje
es un fitopatdégeno que produce tumoraciones en las raices de las plantas (Wolterink-

van Loo et al., 2015).
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La estrategia usada por esta bacteria consiste en suministrar DNA o T-DNA a la célula del
huésped, una planta, y este material de la bacteria se inserta en el genoma del huésped
infectado. Esa capacidad de Agrobacterium para transmitir su propio DNA al genoma de
la planta se debe al plasmido Ti (Tumor Inducing), sin ese plasmido la bacteria ni puede
infectar a la planta, ni puede provocar tumores en la raiz de la misma. Pero si recupera
el plasmido Ti, recupera de nuevo su virulencia. Dentro del plasmido Ti hay dos regiones
esenciales para provocar el desarrollo de tumoraciones, la regién formada por los genes

del T-DNAy la region con los genes vir de virulencia.

La expresidn transitoria, ademas de ser una estrategia rapida y flexible, no esta influida
por efectos de posicién, previniendo los efectos negativos que la proteina recombinante
pudiera generar durante el desarrollo de la planta. La expresidn transitoria, al no ser una
modificacion genética permanente, es una ventaja en términos de bioseguridad

(Wolterink-van Loo et al., 2015), (Vinogradova et al., 2015), (Krenek et al., 2015b).

3.5. Vectores virales

La expresidn transitoria de proteinas mediante vectores viricos tradicionalmente ha
consistido en la inoculacién de la planta con virus recombinantes, que contienen las
secuencias que se desean expresar en la planta, bajo el control de promotores fuertes

(Fischer et al., 1999).

El sistema viral ofrece una gran ventaja, aprovecha que el virus usado como vector se
replica en el citoplasma (Pogue et al., 2010). Una de las mayores ventajas del uso de
vectores virales es la rapidez. Ademas, aumenta la eficacia de la expresion. Tanto la
rapidez como la eficiencia son dos pardametros realmente deseables para la escalabilidad

del proceso a nivel industrial.

Las ventajas que ofrecen los vectores virales, frente a otras actuaciones como la

transformacion estable son:
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e Alta velocidad de expresion
e Alto rendimiento
e Bajo coste, una vez que cuentas con vectores fiables

e Facil escalabilidad del proceso

Los vectores virales deben tener una expresidn comparable a la que tendria la proteina
de cubierta (la proteina viral mds abundante) de un virus de tipo salvaje. También es
importante la proteina de movimiento del virus, que le da la capacidad de movimiento

célula-célula y sistémico (Gleba et al., 2004).

Uno de los problemas que pueden presentarse al usar vectores virales son los
mecanismos que tiene la planta para defenderse frente a la infeccidn por virus. Sin
embargo, se han desarrollado protocolos para inhibir la capacidad de las plantas de
silenciar virus y vectores virales. La estrategia consiste en silenciar, o sobre-expresar, los
genes de la planta que estan relacionados directa, o indirectamente, con la capacidad

de la planta hospedadora de combatir la infeccion viral (Gleba et al., 2004).

Los niveles de expresion de proteinas en plantas usando vectores virales, como el TMV,
son mucho mayores que los niveles que se pueden obtener usando solo promotores de
plantas, esto les hace clave en la produccién, a gran escala, de proteinas en plantas

(Lindbo et al., 2007).

3.6. Maglcon

La compaiiia alemana lcon Genetics, desarrollé un sistema de expresion que tiene como
base la estrategia del virus deconstruido. El proceso se llama ‘Maginfection’, el
protocolo a seguir es sencillo y facil de escalar. Este sistema utiliza la transformacién
transitoria basada en vectores virales, por su capacidad de amplificacién e infeccidén
sistémica de la planta, para la expresion de proteinas heterélogas (Marillonnet et al.,

2004), (Gleba et al., 2005).

Esta tecnologia consiste, a grandes rasgos, en la infiltracién de plantas maduras con una

suspension de Agrobacterium que contiene un T-DNA que codifica ciertos replicones de
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RNA. En este proceso, las bacterias tienen como funciones la infeccidn primaria y el
movimiento sistémico, mientras que el vector viral tiene las funciones de propagacién
célula a célula (o de corta distancia), la amplificacion y el alto nivel de expresién. Se
combinan de esta manera tres sistemas bioldgicos que son: la eficiencia del vector viral
y la capacidad de Agrobacterium de transmitir transgenes, la velocidad y los niveles de
expresion de un virus, y el bajo coste de producir proteinas en plantas (Gleba et al.,

2005).

Por tanto, el sistema Maglcon resulta un sistema de expresion transitoria de proteinas
recombinantes en plantas simple, robusto, barato, versatil y eficiente. Esta basado en la
utilizacién de un vector virico derivado del TMV. Con un sistema modular que permite
hacer un ensamblaje, in vivo, de la construccién de interés. La estrategia consiste en
deconstruir y reconstruir el vector viral de RNA para tener mas versatilidad y eficiencia.
La modularidad permite hacer numerosas combinaciones de genes-vector, que pueden
ser probadas sin necesidad de hacer cada construccién de forma individual. Gracias a
esto, es posible dirigir proteinas a diferentes compartimentos subcelulares o fusionarlas
a reporteros diferentes y otras muchas posibilidades. Destaca su rapidez, permitiendo
la expresién del gen de interés 3-4 dias post-infeccidn. Es decir, alcanza la velocidad de
los sistemas procariotas, pero con las modificaciones post-traduccionales eucariotas

(especificas de la planta) (Marillonnet et al., 2004).

Puesto que es un sistema modular, el ensamblaje de la construccién de interés se
produce in vivo. Cada amplicén virico estd deconstruido en dos fragmentos el 5 'y el 3/,
ambos introducidos en el T-DNA de los respectivos vectores binarios bajo el control de
promotores constitutivos. Estos dos fragmentos estan flanqueados por una secuencia
attB que permite su fusion en presencia de una integrasa. Las construcciones finales se
ensamblan mezclando dos o mas cultivos de Agrobacterium. La independencia de los
madulos permite un rapido desarrollo y optimizacidn de todos los casetes de expresidon

(Marillonnet et al., 2004).

Esquema general del Sistema Maglcon:
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Esquema 1: Representacion general del Sistema Maglcon

3.7. Agroinfeccidn por infiltracién (clasica)

Una limitacidn de Magnlcon y otros sistemas similares es la escalabilidad. Para que la
agroinfeccion funcione de forma eficiente es necesario hacer llegar a la bacteria al
mayor nimero posible de células de la planta, y para ello se infiltran las plantas con una
suspension de Agrobacterium. A este proceso se le lama Agroinfeccién por infiltracidn
(agroinfiltracién), consiste en la introduccién en el apoplasto de la solucién de
Agrobacterium. A pequeiia escala esto se consigue facilmente inyectado a presion la
suspensidn con una jeringa, aprovechando como zonas de entrada los estomas o las
pequefias heridas provocadas durante el proceso. A media escala y también a escala
industrial, la agroinfiltracion se consigue sumergiendo las plantas en posicidon invertida
en tanques de vacio que contienen la suspension de Agrobacterium. Tras la rotura del
vacio, se produce una diferencia de presién que facilita la entrada de la suspension de

Agrobacterium en los espacios intercelulares, facilitando asi la infeccion y la
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transferencia del T-DNA a toda la planta. Este sistema, aunque eficiente, limita la
escalabilidad y aumenta los costes por la necesidad de equipamiento especializado y los
requerimientos operacionales que requiere el vacio a gran escala. Lo que aqui llamamos
Agroinfeccion por infiltracién cldsica, consiste en la infiltraciéon (o introduccién en el

apoplasto), de la solucién de Agrobacterium, usando jeringa o cdmara de vacio.
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Esquema 2: Representacion de los pasos a seguir en la Agroinfiltracion a vacio (en cdmara de vacio o con jeringa) de plantas

de N. benthamiana
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3.8. Agroinfeccion por spray e inmersién

Recientemente se han propuesto sistemas de Agroinfeccion alternativos a la
Agroinfiltracion para aumentar la escalabilidad del proceso. Una alternativa es la
Agroinfeccidn por contacto (spray o inmersidn), que se diferencia de la Agroinfiltracién
(o Agroinfeccidn por infiltracion) en que, mientras que en la Agroinfiltracién se introduce
el liquido en los espacios intercelulares de la hoja, en la Agroinfecciéon por spray o
inmersiéon (sin infiltracidn), la solucién se aplica sobre la hoja, y con ayuda de un
surfactante, penetra a través del tejido vegetal. Estos sistemas resultarian mucho mas
escalable, sin embargo requiere optimizacidn y evaluaciéon para comprobar su

rendimiento y evaluar si la mayor escalabilidad compensa su menor rendimiento.

En este trabajo se tratard de evaluar la eficiencia de sistemas de Agroinfeccidon
alternativos a la Agroinfiltracion a vacio, concretamente la “Agroinfeccidén por spray” y
la “Agroinfeccidn porinmersidon”. Como primera aproximacion, se ensayara el efecto de
distintos parametros (surfactantes, concentracion de Agrobacterium) en la eficacia de
la Agroinfeccidon mediante el uso de proteinas fluorescentes. El uso de estas proteinas
permitird evaluar la eficiencia de agroinfeccién mediante analisis de imagen, sin
necesidad de llevar a cabo extracciones de tejido. Posteriormente se utilizaran los
mejores parametros para ensayar la produccion de un lote de antivenenos
recombinantes. En el laboratorio 2.10 del IBMCP se esta poniendo a punto la produccion
de antivenenos para la picadura de algunas serpientes como Bothrops asper. A partir de
un Working Cell Bank mejorado por Phage Display se ha obtenido un Bulk de anticuerpos
frente a serpientes. La produccion de este Bulk de anticuerpos en plantas, se utilizara
para probar la eficacia de los parametros ajustados en este trabajo para optimizar el

proceso de agroinfeccion.
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Esquema 3: Representacion de los pasos a seguir en la Agroinfeccion (con pistola de pulverizacion eléctrica, con pulverizador
por presidon manual, por inmersién en la solucion de agroinfeccidn) de plantas de N. benthamiana
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4. Objetivos

- Comprobar la eficacia de diferentes estrategias para la Agroinfeccién de las
plantas, sin recurrir a la Agroinfeccion clasica por infiltracion.

- Optimizar parametros de densidad o6ptica, concentracién de surfactante
6ptimas y sucesion de agroinfeccionespara obtener una buena expresion con el
minimo de recursos invertidos.

- Producir y cuantificar el rendimiento de un anticuerpo policlonal recombinante

utilizando las condiciones 6ptimas obtenidas en los Objetivos 1y 2.

5. Material y Métodos

5.1. Material
5.1.1. Plasmidos

pICH17388 — Citoplasma — de Icon Genetics

pICH14011 — Integrasa — de Icon Genetics

pICH7410-GFP de Icon Genetics (mddulo 3’)

pICH7410-DsRed (a partir de pICH7410-GFP de Icon Genetics)

pGREEN VHH-IgG1

Intron
\

AttB\ GFP
Pnos |
Kan ' NTR
Nos term
\/ RB
Nos ter[ll_
LB
—3 pICH7410 GFP
7173 bp
RLK2 OriV _Trfa region
Xﬁ B
ApR
pUC ORI

Esquema 4: Pldasmido pICH7410-GF P, del médulo 3’
del sistema provector MagnI CON
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Esquema 5: Plasmido pGreen VHH-1gG1

5.1.2. Medios de cultivo

Los cultivos de Agrobacterium, que contenian cada modulo, se crecieron a partir de
stock de glicerol. Se sembro con asa, cada médulo por separado, en medio de cultivo LB
con 1p/ml de Rifampicina (50ug/ml) y 1u/ml de Carbenicilina (50pug/ml). Los cultivos se
crecieron, primero durante 72 horas a 282C y en un agitador. Después fueron
subcultivados en medio LB con 1u/ml de Rifampicina, 1pu/ml de Carbenicilina y 10u/ml

del cultivo. Se crecieron durante 16 a 18 horas overnight, a 282C, en agitador.

Los cultivos se precipitaron por centrifugaciéon, en tubos Falcon, a 4000rpm, 20°C, 15’.
El sobrenadente fue desechado y el pellet fue resuspendido en medio MES con
acetosiringone y DMSO. La proporcidn utilizada para resuspender es de 1 parte de MES
por cada 3 partes de cultivo centrifugado (por ejemplo, 15 ml de cultivo centrifugado se

resuspendieron en 5 ml de MES).
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5.1.3. Material vegetal

Plantas de Nicotiana benthamiana de 45 a 60 dias. Crecidas en fotoperiodo de 16 horas

de luz y 8 horas de oscuridad, a una temperatura de 22 a 259C.

5.1.4. Medio de Agroinfeccién por infiltracion

10mM MES pH 5,6, preparado a partir de MES monohidratado (CeH13NO4S.H,0) con

peso molecular 213,2 g/mol y un 99% de pureza.

10mM MgCl,, preparado a partir de Cloruro de Magnesio 6-hidratado (MgCl,. 6H,0) con

peso molecular 203,3 g/mol y un 99% de pureza.

1M Acetosiringona (3’,5’-Dimetoxy-4’-hydroxy-acetophenone, CioH1204) con peso

molecular 196,2 g/mol y un 97% de pureza.

1m/I DMSO (Dimetil sulfoxido, C2HsOS) con peso molecular de 78,13 g/mol y un 99,9%

de pureza.

*Para 1 litro de MES: 100ml de MES 10x + 10ml de MgCl, 100x + 39,24mg de
acetosiringona + 1ml de DMSO + 889 ml de H,0 MiliQ.

5.1.5. Medio de Agroinfeccion sin infiltracion (spray y/o inmersién)

100mM MES, preparado a partir de MES monohidratado (CeH13NO4S.H,0) con peso

molecular 213,2 g/mol y un 99% de pureza.

1M MgCl,, preparado a partir de Cloruro de Magnesio 6-hidratado (MgCl,. 6H,0) con

peso molecular 203,3 g/mol y un 99% de pureza.

1M Acetosiringona (3’,5’-Dimetoxy-4’-hydroxy-acetophenone, CioH1204) con peso

molecular 196,2 g/mol y un 97% de pureza.
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1m/I DMSO (Dimetil sulfoxido, C;HsOS) con peso molecular de 78,13 g/mol y un 99,9%

de pureza.

Surfactante Fluvius (Poliéter-triloxano al 19,5% y Poliéter-siloxano al 80,5%), en formato

liquido.
*Surfactente, es una sustancia

*Para 1 litro de MES: 100ml de MES 10x + 10ml de MgCl, 100x + 39,24mg de
acetosiringona + 1ml de DMSO + 889 ml de H,O MiliQ + Fluvius (volumen variable segun

experimento)

5.1.6. Herramientas de Agroinfeccién
Para spray con pulverizador eléctrico, se utilizdé una pistola eléctrica Wagner w95.

Para spray con pulverizador manual, se utilizd un pulverizador de carga por presion

manual con rociador de mano manual, de 3 litros de capacidad.

Para la inmersion, se utilizé un vaso de precipitado, de cristal, de 600ml| de capacidad.

5.1.7. Tomay analisis de imagenes

Para la toma de imagenes se usé una camara fotografica Nikon d90 con objetivo 18-

105mm, filtro fotografico rojo, tripode.

Como estudio se usé una caja forrada de cartulina negro mate con 3 aperturas en la
parte superior. Ldmpara Led con bombillas color verde, lampara UV Spectroline BIB-

150p.

Para procesar las imagenes: Photoshop versidon CS6, y FlII.
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5.2. Métodos

5.2.1.Protocolo de Agroinfeccidn con spray e inmersién

Los cultivos de Agrobacterium se obtuvieron de stock de glicerol y fueron cultivados
durante 40-48 horas en 5ml de medio LB con rifampicina (50ug/ml) y carbenicilina
(50ug/ml), a 289C. A partir de ese cultivo liquido (7,5 pl de cultivo liquido/ml de LB), se
prepard un sub-cultivo en LB con rifampicina (50pg/ml) y carbenicilina (50ug/ml) que
fue crecido durante 16 a 18 horas, a 282C. Al dia siguiente, los cultivos se recuperaron
por centrifugacion a 4000rpm, durante 15 minutos. El sobrenadante fue descartado vy el
pellet resuspendido en medio de infiltracién previamente preparado (3ml de medio de
infiltracion/ml de cultivo centrifugado). Se incubd a temperatura ambiente en agitacion
suave durante un minimo de 2 horas. Pasado dicho periodo, los cultivos fueron
combinados ajustandose a la OD y el volumen final deseado en cada experimento. Se

agroinfiltrd esta solucién con jeringa sin aguja.

Para llevar a cabo la agroinfeccidn, se afiadié ademas una sustancia surfactante (silwet

o fluvius), en diferentes concentraciones segun el experimento llevado a cabo.
5.2.1.1. Spray con pulverizador eléctrico

Para la agroinfeccién basada en spray con pulverizador eléctrico, se vertieron 600ml de
medio de agroinfeccidn en el depdsito de la pistola eléctrica utilizada. Seguidamente, se
rociaron las plantas durante 10-12 segundos por la cara axial de la hoja. Se esperd unos

minutos hasta que se absorbiera el liquido y se repitié la operacion.
5.2.1.2. Spray con pulverizador por presién manual

Para la agroinfeccidén basada en spray con pulverizador por presion manual, se vertieron
2 litros de medio de agroinfeccion en el depdsito del pulverizador. Seguidamente, se
presurizé mediante la bomba manual del pulverizador. Se rociaron las plantas durante
10-12 segundos por la cara axial y abaxial (gracias a la inclinacion del dispensador del
spray) de la hoja. Se esperd unos minutos hasta que se absorbiera el liquido y se repitid

la operacion.
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5.2.1.3. Inmersion

Para la agroinfeccion basada en inmersién, se vertieron 600m|l de medio de
agroinfeccién en un vaso de precipitado de 600ml. Se cubrieron las plantas con goma
espuma. Seguidamente se sumergieron en la solucion durante 10s, se sacaron de la
solucidn y volvieron a introducirse, otros 10s (para favorecer el efecto de penetracién

de la solucion con ayuda del surfactante).

5.2.2.Toma y Procesamiento de imagenes: Protocolos

Para la toma de imagenes se desarrollé un proceso estandar y, por tanto, reproducible

a cada sesion fotografica correspondiente a cada experimento.

Para tomar las fotos se prepard una caja que hacia la funcién de estudio fotografico.
Esta presentaba tres aperturas en la parte superior del tamano de la lampara de Led. La
[dmpara de Led de color verde se utilizé para excitar el rojo expresado por la proteina
reportera DsRed, después el color rojo brillante se capta gracias a un filtro fotografico
rojo. Se cortaron las hojas de todas las plantas fotografiadas, estas hojas se extendieron

en la caja.

El objetivo de esta disposicion fue que todas las hojas recibieran la misma iluminacion y
se captara con mayor exactitud el drea total. Era importante captar con precision el area
ya que la relacionamos, en este trabajo, directamente con la expresién y produccion de

proteinas.

Como se muestra en el dibujo, la caja esta forrada de cartulina negra mate, tiene tres
aperturas en la parte superior para colocar la lampara de Led verde. Para cada tanda de
hojas, correspondientes a una planta, se tomaron 3 fotografias, una por cada posicion
de la [dmpara (posteriormente las 3 imagenes se superponen para tener 1 sola imagen).
La cdmara siempre colocada en la misma posicion sobre un tripode y con distancia focal

50mm.
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Esquema 4: representacién del estudio fotografico para la toma de imagenes de la
expresion de las proteinas reporteras (DsRed y GFP).

Para tomar las fotografias correspondientes a la expresidon de GFP, se utilizdé el mismo
sistema, sélo con pequefios cambios. Se usaron las aperturas redondas de la caja, ya que
la [dmpara UV usada tenia forma redonda. Y este caso no se uso filtro fotografico. La
posicién de la cdmara y la distancia focal se mantuvieron en la misma posicidon que para

captar la expresion de DsRed.

Las fotos, en ambos casos, se tomaron en una sala sin luz.

Para cada tanda de hojas, correspondientes a cada planta, se tomé una fotografia con
luz normal para medir el area total. Después, en oscuridad, se tomaron 3 fotografias,
una por cada posicion de la ldmpara. Para captar DsRed, con lampara Led de color verde

y filtro de fotografia rojo. Para GFP, con lampara UV y sin ningun filtro fotografico.
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e PROTOCOLO ADOBE PHOTOSHOP CS6: PREPARACION DE IMAGENES PARA FlJI

» Para el area total de las hojas de cada planta.

El primer paso es grabar una macro para repetir el proceso mas rapidamente. Una macro
€S UN recurso que sirve para agrupar una serie de operaciones o acciones en un mismo

orden y poder reproducirlas posteriormente sobre otra imagen.
Los pasos son los siguientes:

1. Abrir Photoshop, ventana-acciones, nueva accién, grabar las acciones.

2. Procedemos a grabar las acciones que son: crear capa, blanco y negro, hacer
blancos los verdes (para queda muy blanca la hoja y muy negro el fondo)

3. Una vez estdn todas las acciones: pulsar stop en el menu grabar acciones.

4. Comprobar que las acciones se ejecutan correctamente y guardar la imagen para
medir el rea con FlJI.

v Para cargar todas las imagenes de una sesién y ejecutar las acciones
en un solo paso:

1. Habria que abrir las imagenes en pila, de la siguiente manera: Archivo>
secuencia de comandos> cargar archivos en pila> archivos> explorar >
seleccionar archivos> resultado

2. Una vez ejecutada la accidon: hacer click sobre la accién play, para que se

reproduzca en la pila de imagenes el tratamiento que ya habiamos grabado

en la primera imagen.

Ejemplo 1: fotografia de las hojas de una planta, después del tratamiento con Photoshop,
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» Para el area en la que se expresa DsRed en las hojas de cada planta.

Para medir el area en la que se expresa DsRed, tenemos 3 imdagenes por plante, por lo
que estas fueron combinadas para obtener una sola imagen que pueda ser procesada

en FUI.

El primer paso, de nuevo, es grabar una macro para repetir el procesado de estas

imagenes mas rapidamente.

Los pasos son los siguientes:

1. Abrir Photoshop, ventana-acciones, nueva accién, grabar las acciones.

2. Procedemos a grabar las acciones que son: seleccionar las 3 fotos
correspondientes a cada planta, arrastrarlas hasta Photoshop. La fotografia de
base serd la tomada con la luz en el centro de la caja y sobre esta se superponen
las fotografias tomadas con la [dmpara a izquierda y a derecha. Ajustar al 30% la
opacidad de las dos capas superiores. Acoplar las 3 imdgenes. En este momento
ya contamos con una sola imagen.

3. Crear capa, blanco y negro, hacer blancos los rojos y negros el resto de colores
(para queda muy blanca la zona de la hoja en la que se expresa DsRed y muy
negro el fondo)

4. Una vez estan todas las acciones: pulsar stop en el menu grabar acciones.

5. Comprobar que las acciones se ejecutan correctamente y guardar la imagen para

medir el area con FlJI.
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Ejemplo 2: fotografia de las hojas de una planta (bajo luz verde y tomadas con filtro rojo), después del

tratamiento con Photoshop, para medir el area de expresién de DsRed.

» Para el area en la que se expresa GFP en las hojas de cada planta.

Para medir el area en la que se expresa GFP, tenemos 3 imagenes por plante, por lo que

estas fueron combinadas para obtener una sola imagen que pueda ser procesada en FlJI.

El primer paso, de nuevo, es grabar una macro para repetir el procesado de estas

imagenes mas rapidamente.

Los pasos son los siguientes:
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1. Abrir Photoshop, ventana-acciones, nueva accién, grabar las acciones.

2. Procedemos a grabar las acciones que son: seleccionar las 3 fotos
correspondientes a cada planta, arrastrarlas hasta Photoshop. La fotografia de
base serd la tomada con la luz en el centro de la caja y sobre esta se superponen
las fotografias tomadas con la ldmpara a izquierda y a derecha. Ajustar al 30% la
opacidad de las dos capas superiores. Acoplar las 3 imagenes. En este momento
ya contamos con una sola imagen.

3. Crear capa, blanco y negro, hacer blancos los verdes y negros el resto de colores
(para queda muy blanca la zona de la hoja en la que se expresa GFP y muy negro
el fondo)

4. Una vez estan todas las acciones: pulsar stop en el menu grabar acciones.

5. Comprobar que las acciones se ejecutan correctamente y guardar la imagen para

medir el area con FlJI.

Ejemplo 3: fotografia de las hojas de una planta (tomadas con lampara UV), después del tratamiento con Photoshop,

para medir el area de expresion de la proteina fluorescente GI'P.
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e PROTOCOLO PARA MEDIR EL AREA CON FlJI (UN PROGRAMA DE IMAGE J)

La imagen es parte fundamental en la obtencién de datos numéricos. En los ultimos
anos, con la adopcién de las tecnologias de microscopia automatizados, el volumeny la
complejidad de los datos de imagen se ha incrementado hasta el punto de que ya no es
factible extraer informacion sin utilizar el ordenador, la informatica y diferentes
softwares. El anadlisis de imagenes computarizado supera las limitaciones y sesgos del
observador humano y en muchas cosas lo complementa. Generalmente la informatica
Sse usa para procesar imagenes generadas en microscopia de gran niumero y variedad de
muestras bioldgicas, bajo diferentes condiciones, en alta resolucién. Algunas de las
cosas que permiten hacer, pueden ser, reconstruir el volumen a partir de un conjunto
de imagenes planas que se superponen, seguir ciertos elementos en el espacio y el

tiempo o comparar muestras.

El procesamiento de imagen se desarrollé pensando en el arte pero después se ha
adaptado y aplicado a la biologia. En la actualidad son diversas las plataformas, tanto de
pago como libres, que cubren las necesidades del procesamiento de imagenes
generadas en el campo de la biologia y dirigidas a usuarios que puedan tener baja

experiencia en el campo de la imagen, la fotografia, asi como su procesamiento.

En este caso nos hemos decantado por la plataforma libre Image). Esta herramienta es
destacable porque fue desarrollada principalmente por bidlogos y para bidlogos. Esto
hace que no siga la arquitectura convencional de otros software dirigidos a otras

disciplinas.

A partir de Image) desarrollaron el software de cddigo abierto FlJI, que actualiza la
arquitectura de Imagel, permite analizar grandes paquetes de imdagenes en poco
tiempo, permite que los usuarios comuniquen sus necesidades y estas sean
incorporadas en nuevas versiones, por lo que los bidlogos pueden modificarlo para

cubrir las necesidades de la investigacion (Schindelin et al., 2012)
1.1 Abrir la carpeta que contiene las imagenes que a analizar.

1.2. Abrir el programa, FlJI.
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1.3. Seleccionar las imagenes en la carpeta, arrastrar la seleccién al interior de la

ventana de FlJI.
1.4. Todas las imdgenes quedaran abiertas en FlJI.

1.5. En ese momento, pulsar: Plugins>>Macros>>Record (se abrirda una nueva
ventana en la que grabar las acciones deseadas), las acciones seguidas quedaran

grabadas y podran repetirse cuando se desee.
Pasos a seguir:

A. Image>>stacks>>images to stacks>>name>>stacks>>ok

B. Analyze>>set scale>>know distance: 50mm/unit of measurement:mm/
global(check)

Para analizar el drea de expresién de DsRed, GFP u otra proteina fluorescente:

Analyze>>set scale>>know distance: 20mm/unit of measurement:mm/

global(check)

C. Image>>Type>>8bit

D. Process>> Binary>> Make Binary

E. Analyze>> Analyze particles >> minimum size: 50 / show outlines/ Display
Results/Summarize

F. Para analizar el area de expresion de DsRed, GFP u otra proteina
fluorescente:

Analyze>> Analyze particles >> minimum size: 20 / show outlines/ Display

Results/Summarize

G. Guardar los resultados en la carpeta que corresponda.

1.6. Todas las acciones habran sido grabadas. Guardar la Macro con un nombre

reconocible para volver a utilizarlo cuando sea necesario.

1.7. Para repetir el analisis con otras imagenes que requieren un analisis de iguales
caracteristicas, repetir los pasos 1.1, 1.2, 1.3, 1.4. Después, pulsar
Plugins>>Macros>>Install>> El Macro en el que se ha grabado una determinada

accion.
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De nuevo: Plugins>>Macros>> El Macro en el que se ha grabado una determinada

accion.

Cuando se haga dicha seleccién, todas las acciones que fueron grabadas se
reproduciran sobre las nuevas imagenes seleccionadas. Finalmente, obtendremos

una tabla de resultados que podremos usar en formato hoja de célculo.

m...

Ejemplo 4: imagen de todas las hojas de una planta, después de haber sido tratadas con Photoshop (izq). Imagen de las hojas

durante el tratamiento con FIJI (centro), Imagen de las ‘outlines” que delimitan el area de hoja, que medira el programa FIJI

(dcha.).

Ejemplo 5: imagen de la expresién de la proteina fluorescente DsRed de una planta, después de haber sido tratadas con
Photoshop (izq.). Imagen de las hojas durante el tratamiento con FI1JI (centro), Imagen de las ‘outlines’ que delimitan el drea

de hoja que expresa DsRed, y que medira el programa F1JI (dcha.)

5.2.3. Purificacidn y cuantificacién de anticuerpos policlones.

Los anticuerpos fueron purificados mediante cromatografia de afinidad, por afinidad de
union covalente a proteina a. la purificacidn fue realizada por el servicio de protedmica
del IBMCP. La cuantificacién se llevd a cabo utilizando la metodologia de Bradbord. Los
datos se ajustaron a una curva patrén de BSA a partir de la que se calcularon los pg/ul

de proteina obtenidos mediante la purificacién.
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6. Resultados

En este trabajo se considera que la medida del % de expresion, medido como el area de
hoja infectada, guarda relacién directa con la produccion de proteinas en la planta. Es
decir, el area infectada indica produccion de proteina de interés en las células que

producen la proteina fluorescente.

6.1. Métodos y herramientas de Agroinfeccidén, para la expresion transitoria en

plantas de N.benthamiana.

Con el fin de encontrar una forma alternativa a la agroinfiltracién por vacio para
agroinfectar a las plantas de N. benthamiana, se probaron diferentes herramientas y
métodos. Las plantas se rociaron con pistola de spray eléctrica, con pulverizador de
presién manual y, por ultimo, se sumergieron en la solucién de infiltracién. Se utilizé una
0D de 0,05 y una concentracién de surfactante silwet de 1mL/L, de acuerdo con las
concentraciones utilizadas de forma habitual para la agroinfiltracion a vacio en el
laboratorio 2.10 del IBMCP. A 7 dpi se fotografiaron las hojas de las plantas de N.
benthamiana. Tras obtener y procesar las fotografias, se obtuvo el porcentaje de area
de infeccidn en el total de las hojas de cada planta agroinfectada. Este ensayo se repitié

dos veces de forma independiente.

En el primer ensayo el porcentaje del area de las hojas donde se detectd expresion
(abreviado como porcentaje de expresion) resultante de las plantas agroinfectadas por
inmersion fue de 34,88% frente al 29,48% obtenido por agroinfeccion con pistola y el
18,31% obtenido por agroinfeccion con pistola eléctrica. En el segundo ensayo la
expresion después de la agroinfeccion mediante inmersion fue de 32,01% frente al
19,17% y el 26,22% obtenidos por agroinfeccién con pistola eléctrica y pulverizador

respectivamente.
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Los resultados indican que el porcentaje de infeccion es mayor y mas reproducible
utilizando el método que consiste en sumergir la planta en la solucidn de agroinfeccién

(figura 1).

Figura 1
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Pistola Pulverizador Inmersion Pistola Pulverizador Inmersion
Herramienta

Pistola Pulverizador Inmersion Pistola Pulverizador Inmersion

Figural: % de Expresion de la proteina fluorescente DsRed, en funcién de la herramienta utilizada para agoinfectar a
las plantas de N. benthamiana, en dos experimentos independientes. Las herramientas son: pistola (pulverizador
auntomatico), pulverizador (pulverizador manual) e Inmersién. Los colores de mayor intensidad corresponden al % de
area infectada (% de la hoja en la que la proteina fluorescente DsRed se estd expresando) y los colores de menor
intensidad corresponden al % de drea no infectada ((% de la hoja en la que la proteina fluorescente DsRed no se esta
expresando).

Se selecciond la inmersidn, consistente en sumergir las plantas en la soluciéon de
agroinfeccion, como método estandar para los posteriores experimentos de

agroinfeccion llevados a cabo.

6.2. Ajuste de la OD y de la concentracidon de surfactante.

Una vez seleccionada la inmersién como método para agroinfectar, se ensayo el efecto
que tenian diferentes concentraciones del surfactante Fluvius, asi como de diferentes

OD.
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Para el surfactante Fluvius, se probaron 5 concentraciones: 0,01%, 0,05%, 1%, 2% y 4%.

La OD utilizada fue 0,05, como en el experimento anterior.

Se vio que el surfactante juega un papel importante en el porcentaje de drea expresion
en las hojas de N. benthamiana. A una concentracién de 0,01% y 0,05%, el porcentaje

de infeccion es muy bajo. Este valor aumenta al 1%, 2% y 4% (Figura 2).

Figura 2
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Figura 2: % de Expresion de la proteina reportera fluorescente DsRed en hojas de IN. benthamiana en funcién de la
concentracién de surfactante Fluvius.

A una concentracidn de 4% de sustancia surfactante se obtienen los mejores resultados
en términos de drea infectada. A una concentracion del 1% y el 2% los resultados son
similares en términos numéricos, aunque visualmente la intensidad de la expresién, de
la proteina reportera DsRed, era mayor en aquellas hojas que habian sido

agroinfectados utilizando un 2% de concentracion de surfactante Fluvius.
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Para comprobar el efecto de la Densidad Optica (OD) del cultivo de Agrobacterium sobre
la expresion, se ensayaron 5 ODs (densidades épticas) diferentes: 0°01, 0,02, 0’05, 0’1 y
0'2.

La Figura 3 representa el porcentaje del area de las hojas donde se detectd expresion de
la proteina reportera DsRed a diferentes OD. El porcentaje de expresidon es mds bajo
para una OD de 0,01. Sin embargo, los valores de expresidén son bastante similares a
concentraciones entre 002, 0’2. Conviene hacer notar que los cultivos de
Agrobacterium son uno de los elementos que mas recursos consumen en el escalado del
proceso de agroinfeccidn y, por tanto, si no aportan un aumento significativo a los

niveles de produccidn, conviene minimizar su utilizacién.

Figura 3
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Figura 3: % de Expresién de la proteina reportera fluorescente DsRed en hojas de IN. benthamina en funcién de
la ODgoo utilizada para agroinfectar a las plantas.
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A partir de los resultados de experimentos anteriores, se decidio utilizar una OD de 0,02
y una concentracion de surfactante del 2% en los posteriores experimentos de

optimizacién.

Se usé una OD de 0,02 porque se considerd la OD a la que se obtenia mayor expresion
con menor inversion de recursos. De igual manera, la concentracion de surfactante
utilizada fue 2% aunque a una concentracion del 4% la expresion fue mayor. Esto se
debe a que en este caso las plantas seran agroinfectadas en dos ocasiones. Esta doble
agroinmersién provocaba necrosis en las hojas, por lo que se considerd mas adecuado

usar una concentracion del 2% de surfactante.

6.3. Efecto de la re-agroinfeccidn sobre la expresion.

La facilidad técnica de la inmersidn como sistema de agroinfeccién hace posible que se
puedan plantear el empleo de inmersiones sucesivas como estrategia para aumentar la
produccién. En teoria, en una primera inmersion se transformarian un porcentaje
determinado de células, que podria aumentarse con la re-inmersidn posterior. Esto,
unido al movimiento célula-a-célula del replicén viral podria contribuir a extender la
infeccion y por tanto la expresidon recombinante mas alld de los niveles maximos del 35%
obtenidos en experimentos anteriores con una sola inmersién.Para comprobar el efecto
de la re-agroinfeccion sobre la expresiéon de proteinas se disend el siguiente

experimento:

En primer lugar se agroinfectaron a dia 1 todas las plantas que se usaron en el

experimento, en concreto, 3 réplicas por dia, un total de 15 plantas.

A dia 1y pasadas 2 horas desde la primera agroinmersion, se vuelven a agroinfectar las
3 réplicas correspondientes al dia 1. Para esta segunda agroinfeccién la proteina
reportera utilizada fue GFP. Este cambio de proteina reportera sirve para,
posteriormente, poder medir qué expresion corresponde a la primera agroinfeccién y

gué expresion corresponde a la re-agroinfeccion.
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A dia 2, pasadas 24 horas desde la primera agroinfeccién, se re-agroinfectaron 3 réplicas

con GFP.

A dia 3, pasadas 48 horas desde la primera agroinfeccidn, se re-agroinfectaron 3 réplicas

con GFP.

A dia 4, pasadas 72 horas desde la primera agroinfeccidén se re-agroinfectaron otras 3

réplicas con GFP.

Y por ultimo, a dia 5, pasadas 96 horas desde la primera agroinfeccidon se re-

agroinfectaron las 3 ultimas réplicas.

Pasados 7 dias desde la primera agroinfeccidn, se tomaron fotografias de todas plantas

re-agroinfectadas.

En la siguiente imagen se esquematiza el disefio experimental:

DIAI DIA2 DIA3 DIA4 DIAS DIA6 DIA7y

DIAI DIA2 DIA3 DIA4

X X X X

X

Tustracion I: Esquema del disefio experimental para la re-agroinmersion de plasntas de
N. benthamiana y la posterior toma de imdgenes fotogrdficas de las mismas.

Ademas, cada dia se agroinfectaron 2 réplicas control con las mismas concentraciones

de surfactante (2%) y la misma OD (0,02). Estos controles se infectaron con la proteina
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reportera DsRed y no fueron re-agroinfectados. Su funcion fue permitir comparar el
porcentaje de expresidn de las plantas re-agroinfectadas con la expresion de plantas

agroinfectadas una sola vez.

Los resultados se muestran en la Tabla 4:

Figura 4

o

<1 Dia 1Dia 2 Dias 3 Dias 4 Dias
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Figura 4: % de Expresion de la proteina reportera DsRed (que sirve como control) en hojas de N. benthamiana (representado en
azul). % de Expresion del area infectada por las proteinas reporteras fluorescentes DsRed y GFP (por re-agroinfeccién) en hojas
de N.benthamiana (representado en verde). En funcién del tiempo entre la Agroinmersién y la Re-Agroinmersién de las plantas
en la solucién de Agroinfectacion.

La grafica representa el porcentaje de expresion de las plantas agroinfectadas con DsRed
y re-agroinfectadas con GFP a diferentes dias (representadas en verde en la grafica). Y

como control, agroinfectadas solo con DsRed (representadas en azul en la grafica).

Como se puede ver la re-agroinfecion no aumenta el porcentaje de expresiéon. A
excepcion de la expresion de los controles de 1 dia, cuyo valor es mas alto, la expresion
del resto de los controles (agroinfectadas exclusivamente con DsRed), se mantiene en
torno al 40% de expresion en todos los casos. El dato de los controles es bastante
estable. Sin embargo, las plantas agroinfectadas con DsRed y reagroinfectadas con GFP,
muestran, en general, menor expresion que los controles. Esta expresion estd en torno

al 30%, en torno a un 10% menor que la agroinfeccidn habitual.
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6.4. Expresion de un anticuerpo policlonal recombinante

Por ultimo, comprobamos la produccién de un anticuerpo policlonal recombinante que
se obtendria utilizando los pardametros ensayados para la optimizacién del proceso de
expresion transitoria, mediante Agroinfeccion sin infiltracién. Se utilizd, la Agro-
inmersiéon como método, con una solucidon de Agrobacterium de ODggo de 0,02, y una
concentracion de surfactante del 4%, en la solucién de agroinmersidn. Se utilizaron
anticuerpos policlonales, frente al veneno de la serpiente Bothrops asper. Se usé un
Working Cell Bank de dichos anticuerpos policlonales, que habia sido mejorado
mediante Phage Display por el laboratorio 2.10 del IBMCP. A 7dpi se recogieron 64,5g
de hojas agroinfectadas. Se extrajo el liquido apoplastico por centrifugacién. Los
anticuerpos, contenidos en el liquido apoplastico, fueron purificados mediante
cromatografia de afinidad a proteina a. Después, se cuantificd el contenido mediante la
técnica de Bradford. Tras ajustar los resultados a la curva patrén (Figura 5), se obtuvo
gue la produccién de anticuerpo, usando este método, es de 4mg de anticuerpo por kg

de peso fresco.

Figura 5 y = 0,0794x + 0,4645
R?=0,9915
1,2000
1,0000 P
-2 0,8000
c
©
£ 0,6000 ’
§ patron BSA
< 04000 —— Lineal (patron BSA)
0,2000
0,0000 T T T T T T 1
02 03 04 05 06 07 08
Hg/uL

Figura 5: curva de calibrado con patron BSA.
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7. Discusion

Actualmente, las proteinas recombinantes se producen, principalmente, a partir de
cultivos de células de mamiferos, insectos y bacterias. En los ultimos afios, el desarrollo
de los vectores virales deconstruidos ha permitido que las plantas se conviertan en una
plataforma viable para la produccidn de proteinas recombinantes. Esto ofrece ventajas
por la versatilidad, velocidad, bajo coste, escalabilidad y bioseguridad de la produccién
de proteinas (Gleba et al., 2004), (Krenek et al., 2015), (Chen et al., 2015). Ademas, los
vectores basados en virus, hacen que la acumulacion de proteinas recombinantes en las
plantas, sea mucho mas alta que la producida con vectores no virales. Esto es debido a

la alta replicacion y transcripcidn del virus en las células vegetales (Chen et al., 2015).

La agroinfiltracidn se presenta como un método sencillo para introducir dichos vectores
virales, via Agrobacterium, en la hoja de la planta. La jeringa es la herramienta para la
agroinfiltracion mas utilizada en investigacion, ya que ofrece la flexibilidad de introducir
multiples construcciones transgénicas en diferentes dreas, lo que permite realizar
multiples ensayos en una sola hoja (Chen et al., 2015). Sin embargo, la jeringa, como
herramienta, tiene al menos dos limitaciones, la imposibilidad de escalar el proceso y
que solo puede utilizarse con un nimero limitado de especies vegetales (Takata et al.,
2012). Si pretendemos una produccidn a gran escala de proteinas recombinantes en
plantas, la jeringa no es una buena opcidn. Para escalar el proceso y obtener mayores
cantidades de proteinas, se propone el uso de otras metodologias, que ahorren tiempo,

esfuerzo y dinero, pero con las que se obtenga una cantidad de proteina rentable.

El siguiente paso para la escalabilidad del proceso de agroinfiltracién, es el uso de
camaras de vacio. Pero esto supone una inversién econdmica en dichas cdmaras y en la
robotizacidn que su uso supone. La eficacia de la agroinfiltracion a vacio, en términos de
produccién de proteinas es muy alta. Sin embargo, conseguir una gran cdmara de vacio,
gue permita agroinfiltrar gran cantidad de plantas a la vez, puede que sea rentable para

ciertas empresas, pero para otras pequefias empresas y laboratorios, seguramente la
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rentabilidad se encuentre en utilizar un mayor nimero de plantas transformadas con
otras herramientas, ahorrandose la inversién en una cdmara de vacio y la robotizacion

(Hahn et al., 2015).

Como alternativa a lo que llamamos agroinfeccion clasica mediante infiltracion a vacio
(agroinfiltracion), proponemos el uso de la agroinfeccién sin vacio. A diferencia de la
agroinfiltracion, en la que la solucién de Agrobacterium sustituye el volumen liquido del
apoplasto, en la agroinfeccién sin infiltracién, la soluciéon de Agrobacterium penetra a
través de la hoja. Como herramientas de agroinfeccidén alternativas a la infiltracidn,
probamos el spray con pulverizador eléctrico, con pulverizador manual y la simple
inmersion de la planta en la solucion. Ya se vio que la pulverizacidon de hojas de las
plantas con una suspension diluida de Agrobacterium en presencia de un tensioactivo,
permite la infeccién eficaz del 0,9 al 3,5% de las células de las hojas de plantas
de Nicotiana. Gracias a los replicones virales con su movimiento célula-célula aumentan
los niveles hasta aproximadamente un 90% de células de las hojas infectadas. Este
procedimiento requiere un tiempo ligeramente mas largo para llegar ese efecto, (10-14
dias en lugar de 4-7 dias en infiltracidn al vacio), pero los niveles de expresion resultantes
son comparables a los de las plantas infiltradas a vacio (Hahn et al., 2015a). En nuestro
caso, consideramos que la agro-inmersién es una forma facil y estable de agroinfectar
plantas de Nicotiana benthamiana, por lo que usamos la inmersién de las plantas de N.
benthamiana en la solucién de agroinfeccidn, como técnica para optimizar otros
parametros durante todo este trabajo. No obstante, los resultados obtenidos al
agroinfectar con pulverizador, tanto automdtico como manual, eran similares, en

términos de drea infectada, a los obtenidos con la agro-inmersién (Figura 1).

Al usar estos procedimientos sin vacio, la principal barrera para la penetracién foliar de
la solucién de agroinfeccion, es la cuticula de la hoja. Por tanto, flanquear esta barrera
natural es de gran interés (Gutenberger et al., 2013). Para esto, se usan los surfactantes,
gue son sustancias tensoactivas conocidos por aumentar la absorcién de los
agroquimicos sobre la superficie foliar por mejoran la emulsion, dispersion,

esparcimiento y adhesion, mediante la modificacion del comportamiento de los liquidos
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sobre una superficie, como la hoja (Gutenberger et al., 2013). Los tensioactivos se usan
comunmente en la aplicacion foliar de productos agroquimicos para mejorar el
rendimiento de los mismos. Uno de los mecanismos por los cuales los tensioactivos
pueden mejorar el rendimiento es porque solubilizan, o modifican, la barrera de cera

epicuticular que cubre la superficie aérea de la planta (Tamura et al., 2001).

En general, la absorcidon de nutrientes por la superficie de la hoja es un fendmeno
fisicoquimico importante, depende de la morfologia de la superficie de la hoja y de la
formulacidn quimica, asi como de adyuvantes, tensioactivos asociados, y muchos otros
factores fisicos, quimicos y biolégicos (Peirce et al., 2015). El comportamiento bioldgico
de los productos que se aplican utilizando pulverizadores de presion sobre herbaceas,
depende de muchos factores, como: la formulacidon del producto y las propiedades
fisico-quimicas resultantes del liquido de pulverizacién (Butler Ellis et al., 2004). La unién
de Agrobacterium a las células de las plantas es un proceso temprano y critico en la via
de infeccidn. Sin embargo, la base de la interaccidn planta-bacteria durante la unién adn
no se comprende del todo. Este desconocimiento hace que, una vez que la bacteria
entra en un tejido de la planta (por ejemplo en la hoja) los pasos que sigue son algo
inciertos. Es posible que la forma en la que Agrobacterium se une a la planta tenga
consecuencias en la eficiencia de transformacion, asi como en la expresion de la proteina
de interés en la planta. En un estudio llevado a cabo con hojas de lechuga, analizaron el
comportamiento de Agrobacterium en el proceso de fijacion al tejido vegetal para
mejorar la eficacia de la agroinfeccion. En este estudio, con hojas de lechuga,
encontraron que a mayor concentracién de surfactante, mayor volumen de liquido
infiltrado en la planta (en ml/g de hoja). Usaron concentraciones crecientes del
surfactante, a una concentracion de 1ml/l (concentracion de surfactante maxima
probada) encontraban el maximo volumen de liquido infiltrado, asi como la mayor

fijaciéon bacteriana a la hoja (Simmons et al., 2014).

En nuestro caso, obtenemos mdaxima eficacia utilizando 4ml de surfactante por 1l de
medio de agroinfeccién. Esta diferencia puede deberse a que ciertos surfactantes estan

compuesto por 100% de poliéter de triloxano (como el usado en el estudio de lechuga),
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que produce un super-esparcimiento (Wang et al., 2013a). Mientras que el usado en
este estudio (con nombre comercial Fluvius), esta compuesto de 19,5% de poliéter de
triloxano y un 80'5% de poliéter siloxano. Se sabe que los tensioactivos de siloxano
mejoran, en gran medida, la capacidad de humectacion de soluciones acuosas diluidas
sobre sustratos hidréfobos. Pero los surfactantes de trisiloxano disminuyen mucho mas
la tensidon superficial de las soluciones acuosas a concentraciones mas bajas que los
siloxanos. Por tanto, la capacidad de humectacion de los triloxanos es mucho mayor que
la de los siloxanos. De hecho, las soluciones acuosas con trisiloxano se propagan sobre
sustratos hidréfobos formando una pelicula delgada y el drea total de humectacién es
unas 50 veces mds grande que la del agua y 25 mas grande que la de las soluciones con

tensioactivo convencionales (Wang et al., 2013).

No obstante, se comprueba que el uso de una concentracién creciente de surfactante
Fluvius, previa a la necrosis, aumenta el volumen de liquido infiltrado, el 4rea media de
fijacion bacteriana y en nuestro estudio, el area de hoja en la que se expresa la proteina

de interés.

Por otra parte, es conveniente introducir cada planta una segunda vez en la solucion de
agroinfeccion ya que la eficacia de la pulverizacion esta relacionado con la humectacion
de superficie de la planta. La difusidn a través de la superficie de la hoja mojada, es mas

facil que sobre una superficie seca (Tang et al., 2008).

Otro parametro importante en la eficacia de la agroinfeccion, es la densidad dptica
bacteriana (ODsoo). En este trabajo, probamos diferentes ODeoo, para establecer la ODeoo
mas baja que provoca una mayor infeccidn en las hojas de las plantas agroinfectadas. En
este trabajo se fija la ODeoo 0,02 como la minima ODeoo rentable y con expresion
satisfactoria (Figura 3). Los resultados indican que, a concentraciones mas altas, como a
una OD de 0,2, aumenta la expresion. Sin embargo, el aumento no supera al obtenido a
OD 0,02 lo suficiente como para ser rentable. En estudios similares, en los que usan

pulverizador como herramienta de agroinfeccién, con una sustancia surfactante, la ODggo
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utilizada es de 0,015 (Wang et al., 2013). Este 0,015 es muy similar al 0,02 que fijamos

en este trabajo.

En este trabajo se prueba el efecto de re-agroinfeccidén de las plantas. La hipétesis de
partida era la posibilidad de que en una re-agroinfeccion, las células no infectadas en la
primera agroinfeccion, se infectaran en una segunda. Sin embargo, este no fue el efecto
obtenido. Esto puede deberse a varias razones. En primer lugar, pese al efecto del
surfactante para hacer penetrar la solucién de agroinfeccién, la planta lucha contra la
infeccidn. Para ello, el acido salicilico (SA) derivado del metil salicilato (MeSA) y el metil
jasmonato (MelA), son una de sus principales armas para atenuar la infeccién en las
hojas (Anand et al., 2008), (Robert et al., 2015). Tanto el MeSA como el MeJA, actian en

la respuesta sistémica frente al TMV (Zhu et al., 2014).

Otro aspecto crucial de la respuesta inmune de las plantas es la capacidad de evitar el
ataque de patdgenos posterior a otro ataque anterior. La activacién de los efectores que
disparan la inmunidad (ETI), inducen la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) en las
hojas distales al sitio de inoculacidn, lo que confiere a la planta resistencia frente a un
amplio espectro de patdgenos. La SAR, se basa en la acumulacién local de la hormona
vegetal acido salicilico. Esta acumulacidn esta regulada por sefiales pequefias que se
difunden desde el punto de infeccidon (Henry et al., 2013). Los aumentos de acido
salicilico inducidos por patdgenos llevan a profundos cambios en la transcripcién de
genes (Spoel et al., 2009). Este podria ser uno de los motivos por el que las plantas no

aumentan la expresién en una re-agroinfeccién.

Por ultimo, se probd la eficacia, en términos de produccién de anticuerpo. Tras
agroinfectar las plantas de N. benthamiana por agro-inmersion en la solucién con los
parametros optimizados (una Unica inmersién conODggo 0,02 y 4% de Fluvius), estas se
dejaron expresando el anticuerpo policlonal durante 7 dias. El rendimiento que se
obtuvo fue de 4mg de anticuerpo por Kg de planta. La idea inicial era comparar la
produccién obtenida, con los pardametros optimizados de este trabajo, para agro-

inmersion y para vacio. Finalmente, por limitacidn de tiempo y contratiempos varios,
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s6lo obtuvimos resultados referentes a la agroinfecciéon por agro-inmersién que no
pudieron compararse con la produccién, en iguales condiciones de ODeoo, para la
agroinfeccién a vacio. Sin embargo, disponemos de los datos de produccién del
laboratorio 2.10. Los companeros de laboratorio, que trabajan con el mismo anticuerpo
utilizado en este trabajo, utilizando una ODeoo de 0,05, mediante agroinfeccidn por
infiltracién en cdmara de vacio y después de 5-7 dias post-infeccion, obtienen una
cantidad de proteina de 0,1 - 0,2 g de proteina por kg de peso fresco. La cantidad de
anticuerpo obtenida por agro-inmersion es bastante menor. Creemos que los resultados
obtenidos de la agro-inmersion, con ODsgo 0,02 y utilizando surfactante pueden ser
mejorados. Segun las publicaciones, cuando se utiliza un método tipo spray, con
surfactantes para favorecer la penetracion de la solucién de agroinfeccion, es necesario
un tiempo de 10 a 14 dias para conseguir los mismos resultados que se obtienen en 4 a
7 dias cuando se agroinfiltra a vacio (Marillonnet et al., 2005), (Hahn et al., 2015). Por
tanto, es posible que agroinfectando plantas de N. benthamiana por agro-inmersion,
con una OD de 0,02, una concentracion del 2% de Fluvius y un periodo de expresidn de
entre 10 y 14 dias, se aumente la produccion del anticuerpo policlonal que nos interesa

obtener.

Por tanto, el método de agroinfeccidén alternativa, que se propone en este trabajo,
pretende ahorrar dinero, tiempo y esfuerzo. Gracias a la optimizacién de la densidad
Optica, el dinero invertido en los antibidticos y medios necesarios para los cultivos de
Agrobacterium serian reducidos. Normalmente, la densidad oéptica utilizada en el
laboratorio 2.10 es del 0,05, mientras que en este trabajo se obtiene una expresién
equivalente utilizando una densidad éptica de 0,02. Esto implica la utilizacién de una
menor cantidad de medios de cultivo y un consiguiente ahorro de dinero. En cuanto al
método utilizado, la inmersidn, permite la transformacion transitoria con esfuerzo y
recursos minimos. La inmersion se presenta como un método barato, sencillo y rapido
(al igual que lo seria el spray sobre las plasntas). Barato, porque no se requiere una
inversién en maquinas de vacio, por ejemplo. Sencillo y répido, porque se consigue la

agroinfeccion de la planta con tan sola sumergirla en la solucidon durante unos segundos.
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8. Conclusiones

Segln los experimentales aportados en este trabajo, se puede extraer que:

- Esposible el uso de otras herramientas de agroinfeccién, distintas a la infiltracién
a vacio, para la expresiéon transitoria de proteinas recombinantes, como la
pulverizacion con spray eléctrico, con spray manual de presidon o con la simple
inmersidn de la planta en la solucion de agroinfeccion.

- El uso de una ODeoo= 0,02 permitiria obtener igual resultado, con menos coste,
gue el uso de una ODggo= 0,2 superior.

- Afadir una concentracidon del 4% de surfactante Fluvius a la solucion de
agroinfeccion, para pulerizacién o inmersion, permite una expresion maxima de
proteinas en plantas de N. benthamiana.

- La re-agroinfeccion de las plantas de N. benthamiana no aumenta la expresion
transitoria de proteina.

- La cantidad de anticuerpo policlonal, obtenida de plantas de N. benthamiana
agroinfectadas por agro-inmersién, a ODe00 0,02 y Fluvius al 4% y 7 dpi, es mucho
menor que la obtenida por agroinfiltracién a vacio utilizando una OD superior.
Sin embargo, esta produccién es susceptible de ser mejorada si se amplia el

tiempo de expresién de 7 dias a 10-14 dias.
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