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Resumen de la tesis de Sharon Elisa Maria Silva Valdés presentada como
requisito parcial para la obtencion de la Licenciatura en Biologia.
Ensenada Baja California, septiembre de 2008.

ELIMINAC'ION IN VITRO DE XYLELLA FASTIDIOSA UTILIZANDO
BACTERIOFAGOS, FRAGMENTOS DE ANTICUERPO Y PEPTIDOS LITICOS.

La enfermedad de Pierce provocada por la bacteria Xylella fastidiosa, esta
presente en la region vitivinicola de Ensenada, B. C., y es en esta region donde
se produce el 90 % de los vinos finos en México. La bacteria obstruye los
conductos del xilema de la planta y provoca estrés hidrico lo cual se traduce en
baja produccién de frutos, o frutos deshidratados que no pueden ser utiles para
la produccién del vino, ademas las plantas pueden morir de una temporada a
otra. Las pérdidas se calculan cada afio en 7% de toda el area cultivada en el
estado. Dado que no se aplica ningin tratamiento que elimine la bacteria de la
planta o del vector que la transmite se uso para eliminar a X fastidiosa un
fragmento de anticuerpo (scFv) unido al péptido litico cecropin P1 por tecnologia
de ADN recombinante y producido por despliegue en fagos filamentosos y en
forma soluble en P. pastoris. Se obtuvo que la concentracién de los fagos scFv-
cP1 que elimino totalmente in vitro la bacteria fue de 3.68 x 10° fagos/célula en
un tiempo de 24 horas. Se determino que se requieren todos los componentes
fago-scFv-cP1 para actuar sobre la bacteria. El scFv-cP1 soluble solo mostré
inhibicién pero no fue eliminada la bacteria. Esta estrategia tiene potencial para
aplicarse en plantas enfermas con Pierce y permitir que aumente la
productividad de estas.
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Introduccién

En el municipio de Ensenada, Baja California (la cual es una importante zona
vitivinicola a nivel nacional), existe la enfermedad de Pierce en la vid (Vitis
vinifera) (Guevara-Lugo, 2000), la cual es provocada por la bacteria Xylella
fastidiosa (Wells et al, 1987). En México se ha reportado también en el estado
en Coahuila (Raju et al, 1980). Otro pais afectado es Estados Unidos de
América, el cual tiene una amplia zona donde se distribuye esta enfermedad en
los estados del sur de California hasta Florida. También se ha reportado en
Centroameérica, en Costa Rica y Venezuela (Hopkins y Adlerz, 1988; Hopkins y
Purcell, 2002; Dumenyo y Cooksey, 2004).

Otras enfermedades provocadas por esta bacteria que se han reportado en
EE.UU., son las causadas en almendro, alfalfa, ciruelo, laurel entre otras. En
Brasil, se encuentran las de café y citricos, y en estos ultimos ha ocasionado
graves pérdidas al devastar la produccion de naranja (Hopkins y Purcell, 2002).
La enfermedad de Pierce se detect6 en el municipio de Ensenada, Baja
California, en 1995, en el Valle de Guadalupe, por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Posteriormente
también se detecto en los valles de San Vicente y Santo Tomas. (Guevara-Lugo,
2000). En 2006, se reportaron aproximadamente 3,400 hectareas sembradas de
vid de las cuales se calcula que se han perdido 258,000 plantas en 86 hectareas
debido a esta enfermedad. Su reemplazo tuvo un costo de 7 millones 740 mil
pesos®.

*comunicacion personal de Mario Zepeda Jacobo, Sistema Producto Vid.
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Xylella fastidiosa es una bacteria que habita en los vasos del xilema de distintas
especies de plantas. Esta bacteria gram-negativa, forma agregados de colonias
por medio de la produccién de una matriz que forma una biopelicula que permite
su adhesion a las paredes de sus hospederos causando la oclusion de los vasos
donde fluye la savia de la cual se alimenta.

Es transmitida por insectos homépteros de la familia Cicallide succionadores de
savia que al alimentarse adquieren la bacteria de plantas infectadas y las
introducen a plantas sanas. Una vez que adquieren las bacterias, estos vectores
son capaces de mantenerlas por el resto de su vida alojadas en el aparato bucal;
sin embargo pueden perderlas en el proceso de muda para luego volver a
adquirirlas al alimentarse de plantas infectadas (Davis et al.,, 1977; Wells et al,
1987; Rodrigues da Silva et al., 2001; Hopkins y Purcell, 2002, Chatterjee et al.,
2008).

En la vid los sintomas que pueden evidenciar su presencia son la quemadura en
el margen de las hojas que aun verdes se tornan cafés con partes adyacentes
de amarillas a rojas, peciolos sin hojas, crecimiento irregular de tallos con
manchas cafés, desarrollo tardio con tallos cloréticos y frutos deshidratados
(Agrios, 1997). La susceptibilidad varia entre las variedades de vid, pero en
todas causa finalmente la muerte de la planta (Hopkins y Purcell, 2002).

No ha sido posible erradicar esta enfermedad debido a que no existe un
tratamiento que elimine efectivamente a la bacteria del xilema de la planta o del
insecto vector y también debido a un gran nimero de especies de plantas

hospederas (Purcell y Saunders, 1999; Hopkins y Purcell, 2002).




En este trabajo se propone el uso de un anticuerpo scFv creado especificamente
en contra de X. fastidiosa para que la reconozca y unido a un péptido litico que
lise esta bacteria en la planta. Se utilizaron los sistemas de expresion de Pichia
pastoris y de despliegue en fagos filamentosos para producir estas moléculas y

probar su efecto in vifro en cepas de X. fastidiosa causantes de la enfermedad

de Pierce.




Antecedentes

Actualmente no existe un tratamiento factible para eliminar al patégeno de la
enfermedad de Pierce, por lo que lo Unico que se puede hacer es podar o
destruir las plantas enfermas. Otra opcién ha sido la eleccién de variedades
menos susceptibles a la enfermedad, en sitios donde esta ya se ha presentado,
o bien aplicar plaguicidas que eliminen al vector y/o las hierbas donde se alojan

(Agrios G.N., 1997).

En el caso de la hierba hospedera de los vectores, el principal es el zacate
grama o bermuda (Cynodon dactilon) que es comun dentro de los vifiedos o en
sus alrededores. Para eliminarlo se practica el rastreo y el arado francés.
También se aplican herbicidas como el Oxyfluorfen o sistémicos como el

glifosfato (Guevara-Lugo J. 2000).

En la region de Florida, EE.UU. donde la enfermedad se propaga a altas tasas,
se han generado hibridos resistentes con Vitis rotundifolia, la cual presenta
cierta tolerancia (Hopkins D.L., ef al, 1974 en Hopkins D.L. y Purcell A.H., 2002).
Por otro lado en las regiones de California y Baja California la ocurrencia es por
sitios localizados a manera de parches, la cual se relaciona con sitios en donde
hay cercania con zonas riparias, pues los insectos frecuentan estos lugares en
donde puede existir reservorios de X. fastidiosa, y es en estas regiones donde
se ve limitado el crecimiento de la bacteria de las plantas de vid debido a los
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inviernos frios, (Hill y Purcell, 1995; Purcell y Saunders, 1999; Hopkins y Purcell,
2002). El limitar estas areas ha servido para un manejo mas adecuado para el

cultivo de la vid.

El uso de antibiéticos como es la oxitetraciclina se ha usado para eliminar a la
bacteria de plantas de vid, pero aunque es susceptible a este y otros antibiéticos
(Agrios, 1997; Kuzina et al., 2006), su produccion y aplicacién es costosa,
ademas su aplicacion repetida puede generar resistencia, puede afectar la
microflora de la planta, y su efecto residual es mayor pues no es biodegradable

(Inal, 2003).

Se han generado plantas transgénicas de uva Thompson sin semilla que
expresan un péptido litico (Shiva I). Se probaron diferentes repeticiones del gen
del péptido litico. Las plantas que contenian con cuatro insertos de este péptido

mostraron ser las mas resistentes al patégeno X. fastidiosa (Scorza et al., 2001).

En este trabajo se utilizd un anticuerpo scFv de gallina generado contra la
bacteria X. fastidiosa. Un scFv (por sus siglas en inglés Fragmento variable de
cadena sencilla) esta constituido por las regiones variables de las cadenas
pesadas y ligeras de un anticuerpo IgY, las cuales estan involucradas en el
reconocimiento de antigeno, y estan unidas por un espaciador peptidico (con la

secuencia de aminoacidos GGSSRSS). El uso de anticuerpos scFv ha sido




eficaz dada la facilidad con que pueden producirse clonas de estos con gran
especificidad (Barbas et al, 2001).

Se han producido versiones de scFv unidos a otras proteinas, en composicién
farmacéutica como la exotoxina PE40 en el combate a enfermedades humanas,
(Fitzgerald et al., 2000) y la unién con otros scFv para producir multimeros para

antigenos multivalentes (King et al., 1999).

Los péptidos antibacterianos son componentes principales del sistema inmune
innato y se hallan presentes en el reino animal y en el vegetal. Son potentes
antibiéticos contra un amplio rango de especies bacterianas y son de un tamarfio
de entre 15 a 45 residuos de aminoacidos con una carga neta positiva (Boman,

2003).

Yoshida et al en 2001, generaron un scFv unido por el extremo C-terminal al
péptido litico Shiva | en forma recombinante, para intentar bloquear la
transmision de la malaria del mosquito vector. La inmunotoxina se expresé en
Escherichia coli y se introdujo en el intestino medio del mosquito, lo cual redujo

el namero de ovocitos del parasito.

En un estudio in vitro sobre el efecto en X. fastidiosa del péptido litico Cecropin

B (CB) con el fluido del xilema de Vitis vinifera L. variedad Chardonnay se

encontré que la mayoria de las bacterias en suspension eran eliminadas por CB




y que aquellas que formaban colonias grandes sobrevivian gracias a la

agregacion de las bacterias (Ishida et al, 2004).

En otro estudio se analizé el efecto de varios péptidos antimicrobianos contra
varias cepas de X. fastidiosa, y se encontré que fueron inhibidas in vitro por los

polipéptidos Magainin 2, PGQ, Indolicidin y Dermaseptin. (Kuzina et al., 2006).

El péptido antimicrobiano catiénico Cecropin P1 (cP1) de 31 residuos, fue
aislado del nematodo Ascaris spp. (Andersson et al, 2003). Tiene un sitio N-
terminal fuertemente basico y una region hidrofébica en el sitio C-terminal,
adopta una estructura a-hélice con una secuencia tipo bisagra de Ser-Glu-Gly en
el centro de la molécula. Su estructura anfipatica le permite permeabilizar las
membranas celulares bacterianas. Es altamente activo contra bacterias gram-
negativas y algunas gram-positivas con una rapida actividad antimicrobiana. El
grupo carboxilo terminal es importante para una o6ptima actividad contra
bacterias gram-negativas, ya que se une a los fosfolipidos acidicos de la

membrana bacterial perturbando el paquete de lipidos de la bicapa (Brogden et

al., 2003).




Hipotesis.

La unién anticuerpo-péptido litico (scFv-cP1) expresada en fagos y en forma

soluble es capaz de eliminar a la bacteria X. fastidiosa especificamente. El scFv

reconocera a la bacteria y el péptido actuara lisandola.

Objetivos.

Construir un hibrido scFv-péptido litico que sea capaz de destruir a X.

fastidiosa en cultivo in vitro.

- Expresar el hibrido scFv-péptido litico en forma soluble y en fagos
filamentosos.

- Determinar si es capaz el scFv soluble de eliminar a X. fastidiosa.

- Determinar la concentraciéon y tiempo en que actuan los fagos scFv y
scFv-péptido litico creados.

- Determinar la especificidad de los fagos scFv-péptido litico y otras

construcciones en varias cepas de X. fastidiosa y en bacterias

provenientes de la vid u otros géneros.

- Produccién masiva del scFv y scFv- péptido litico solubles en la levadura

Pichia pastoris.




Metodologia

1. Cultivo de Microorganismos.

Los siguientes medios de cultivo fueron utilizados y estan descritos en el
apéndice A:

-PD2 con/sin carbencilina 50 pg/ml (medio para la enfermedad de Pierce)

-LB con/sin agar y con/sin carbencilina 50 pg/ml (medio Luria-Bertani)

-LB bajo en sal con/sin zeocina 25 pyg/ml (medio Luria-Bertani)

-YPD con/sin agar y con/sin zeocina 100 pug/ml (medio de extracto de levadura-
peptona-dextrosa)

-YPDS con zeocina 100 pg/ml (extracto de levadura-peptona-dextrosa-sorbitol)
-SB con carbencilina 50 pug/ml (medio super broth)

-BMGY (medio complejo amortiguado conteniendo glicerol)

-BMMY (medio complejo amortiguado conteniendo metanol)

-MGY (medio minimo conteniendo glicerol)

-MMY (medio minimo conteniendo metanol)

1.1. Confirmacion de cultivos de cepas de Xylella fastidiosa.

Cuatro cepas de X. fastidiosa, STL, Temecula, Baja #5 y M23, se cultivaron en
medio liquido PD2 a partir de medio sélido PD2 (apéndice A) a una temperatura
entre 28° y 30° C, sin agitacion con un volumen maximo del 20% del recipiente,
en un tiempo aproximado de 5 a 10 dias, después de este tiempo era
descartado su uso. Se hicieron subcultivos de cada cepa cada 3 a 5 dias para

9
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mantener cultivos frescos, con un nimero maximo de 3. Los volimenes de
cultivo liquido fueron de 5 ml en tubos cénicos de 50 ml y en frascos de vidrio de
125 ml.

Las caracteristicas de la bacteria X fastidiosa cuando crece en medios
artificiales pueden distinguirse ya que en medios sélidos forma una colonia
redonda concava brillosa y en medio liquido forma cultivos muy poco densos
que pueden formar agregados o una capa a manera de lamina en la parte
superior de la columna del cultivo (Wells et al, 1987), lo cual fue util para un
reconocimiento rapido de los cultivos de esta bacteria.

Para confirmar la presencia de X. fastidiosa se verifico por PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés) directo de colonia a bacterias
que crecieron en medio sélido PD2. Por cada reacciéon de PCR de 50 pl se
mezclaron con vortex 25 pl de Master Mix ABgene®, 1 ul de cebador delantero
RST31 (50 pmoles), 1 pl de cebador reverso RST33 (50 pmoles) (Tabla I) y 23 pl
de agua libre de nucleasas. Se mezclo con vortex y se agrego una porcién de la
colonia de bacterias tomada con la punta de un palillo, se volvié a mezclar con
vortex. Los cebadores utilizados para la reaccién de PCR fueron los descritos
por Minsavage et al (1994), que amplifican la region del genoma 726,358-
727,078 de X. fastidiosa (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

Los parametros de la reaccion de PCR fueron un tiempo inicial de 3 minutos a
94° C, con 35 ciclosde 1mina94°C, 1 mina55°Cy 2 mina 72° C.

Los cultivos liquidos de X. fastidiosa después de aproximadamente 7 dias de

crecimiento se criopreservaban a -80° C en 20% de glicerol. Ademas del PCR,
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se confirmaron los cultivos en medio liquido de X fastidiosa que fueron
criopreservados, utilizando los reactivos y el manual de instrucciones del equipo

de ELISA PathoScreen Xf (Adgia®).

1.2. Cultivo de bacterias utilizadas como control.

Se cultivaron las bacterias Xanthomonas fragariae y Pseudomonas phaseolicola
en medio PD2 liquido y sélido a 30° C por 12 horas. Escherichia coli y Bacillus
subtilis se cultivaron en medio de cultivo LB liquido y sélido (apéndice A) por 12
horas a 30° C. Después de cultivadas en medio liquido fueron criopreservadas a

-80° C en los respectivos medios de cultivo con 20% de glicerol.

1.3. Obtencion de vectores plasmidicos en Escherichia coli.

Todos los plasmidos producidos en la bacteria E. coli que fueron utilizados en
este trabajo fueron extraidos con los reactivos para purificacion de ADN
plasmidico Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega®).
Las bacterias se cultivaban a 37° C por 16 horas con agitacion, se centrifugaban
a 3000 x g por 5 min y se procedia a la purificacion. La concentracion del ADN
purificado se midi6 en un espectrofotometro Spectronic 21 de Milton Roy
Company, a una longitud de onda de 260 nm, y se calculo utilizando la férmula:
Absorbencia de la muestra x 50 ug (ADN) / 1 Absorbencia x factor de dilucion =

Concentracion en pg/ul. También se utilizé el espectrofotdmetro ND-1000 de

Nanodrop, que da una lectura de concentracién automatica.
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2. Clonacion del ADN del fragmento variable de cadena sencilla (scFv) anti-
X. fastidiosa en Pichia pastoris en el vector plasmidico pPICZaA.

2.1. Amplificacion del fragmento de ADN del scFv.

Inicialmente el fragmento de ADN que codifica al scFv que reconoce a X.
fastidiosa fue producido en el curso de despliegue en fagos filamentosos
impartido en esta facultad por el Dr. José Luis Stephano en el laboratorio
"Meredith Gould™.

Para clonar el fragmento de ADN de scFv dentro del vector pPICZaA fue
necesario afadir a los extremos nuevos sitios de restriccion, para esto se llevd a
cabo una reaccion de PCR que afiadié las secuencias que reconoce la enzima
EcoR | en el extremo 5° y Not | en el extremo 3" del fragmento de ADN (Tabla I).
Por cada reaccion de PCR de 50 pl se mezclaron con vortex 25 pl de Master Mix
ABgene®, 1 ul de cebador delantero F5 (50 pmoles), 1 pl de cebador reverso AM
(50 pmoles), 1 pl de ADN plasmidico pComb3x-scFv (225 ng/ul) y 22 pl de agua
libre de nucleasas, se le di6 un tiempo inicial de desnaturalizacién de 3 minutos

a 94° C y luego 35 ciclos de 1 mina94°C, 1 mina 55°Cy 2 min a 72° C. Se

utilizé un termociclador Perkin-Elmer (modelo Cetus).
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Tabla I. Lista de Oligonucleétidos (cebadores) para PCR utilizados en este trabajo. Las regiones
subrayadas representan sitios de restriccion.

Cebador Secuencia del Cebador Funcién que realiza

RST31 5-GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC-3" Sitio 727,051-727,078 dentro del
genoma de X fastidiosa

RST33 5-CACCATTCGTATCCCGGTG-3’ Sitio 726,358-726,376 dentro del
genoma de X. fastidiosa

F5 5-G'AATTCGGCCYGACTAGCCG-3’ Anade el sitio de restriccion
EcoRl en el inicio del fragmento
de ADN de scFv anti-Xf.

AM 5"-GC'GGCCGCCTGGCCGGCCT-3" Anade el sitio de restriccion Not1
en el final del fragmento de ADN
de scFv anti-Xf.

a-Factor 5-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3" Se une a una regién dentro de la
secuencia sefnal a-factor en el
vector pPICZaA

3"AOX1 5-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3" Se une al fragmento de
terminacion de transcripcion del
fragmento de ADN de AOX1y
produce la cadena antisentido

5°A0X1 5-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3’ Se une a la regién promotora del
gen AOX1 y produce la cadena
sentido

cecs 5-A'CTAGTAGCTGGCTCAGCAAAACCGCCAAGAAA | Sentido del fragmento de ADN

CTTG-3° cP1 anade el sitio de restriccion
Spe1

ceca 5-GGCCG'GCCTGGCCTGCGCGCGGGCCACCC-3° Antisentido del fragmento de ADN
cP1, afade el sitio de restriccion
Sfi1

cscf-f 5-GAGGAGGAGGAGGAGGAGGTGGCCCAGGCGG Anade el sitio de restriccion Sfi1

CCCTGACTCAG-3’ al inicio del fragmento de ADN
scFv anti-Xf.

Intracon 5-CGAATTCACAATAATGTCTCTGACTCAGCCG-3° Sentido que afiade el sitio de
restriccion EcoRl, la secuencia
consenso de levadura y el codén
de iniciacioén en el inicio del
fragmento de ADN scFv anti-Xf.

Rp1not 5- GCGGCCGCGCGCGGGCC-3° Antisentido del fragmento de ADN

cP1 que anade el sitio de
restriccion Not1
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2.2. Clonacion del fragmento de ADN del scFv en pCR®2.1-TOPO®.

Para la clonacién en el vector pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen®) (figura 1, pagina 15)
se utilizé el producto de 2 reacciones de PCR del fragmento de ADN del scFv
que se purificé a partir de un gel de agarosa al 2% con el Zymoclean Gel DNA
Recovery Kit (ZymoResearch®). Se utilizaron los reactivos de TOPO TA cloning®
(Invitrogen®) y se llevé a cabo la reaccién segun lo indica el manual de
instrucciones: 2 pl de producto de PCR purificado, 1 pl de solucién salina, 1 pl de
vector pCR®2.1-TOPO® y agua para un volumen final de 6 pl. Se mezcld
suavemente y se incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente. De esta
reaccion se agregaron 2 pl a un vial con 50 pl células competentes (apéndice D),
se dio choque térmico a 42° C por 30 seg. y se transfirié a hielo. Se afadieron
250 pl de medio de cultivo SOC (apéndice A) y se incub6 por 1 hora para
después seleccionar en medio sélido LB con antibiético ampicilina 50 pg/ml y se
incubd por 16 hr. Después las clonas resultantes se escogieron al azar varias de
ellas y se cultivaron cada una en 5 ml de medio liquido LB carbencilina por 16 hr
a temperatura ambiente con agitacion.

Se extrajo el ADN plasmidico de las clonas transformadas y se corté con la
enzima EcoR | en una reacciéon de 30 pl que contenia 22 ul de ADN plasmidico,
1 pl de enzima (10 U) y 3 pl amortiguador O+ 10x (Fermentas®) y 4 ul de agua

libre de DNasas. Se afadioé solucion de carga 1x. Posteriormente se realizé una

electroforesis con las muestras en gel de agarosa al 1.2 %.
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pCR®2.1-TOPO®
3957 pb anamici

Figura 1. Representacién esquematica de la union del fragmento de ADN producto de PCR al
vector pCR®2.1-TOPO®. Cuando se realiza el PCR la Taqg polimerasa deja adenina (A) en los
extremos que se unen a las timinas del vector por medio de una topoisomerasa. Taq polimerasa
tiene una actividad transferasa terminal no dependiente del molde que afiade una sola
deoxiadenosina a los extremos 3" de los productos de PCR. El vector linearizado pCR®2.1-
TOPO® contiene a cada extremo 3° residuos deoxitiminas y también a cada extremo una
topoisomerasa | covalentemente unida (proveniente del virus Vaccinia) y se une a ADN duplex a
sitios especificos y corta el esqueleto fosfodiéster después de 5-CCCTT en una hebra,
conservandose esta formacion por medio de un enlace covalente entre el fosfato 3° de la hebra
cortada y el residuo tirosil de la topoisomerasa I. Este enlace fosfo-tirosil entre el ADN vy la
enzima puede se atacado por hidroxil 5" de la hebra cortada original, invirtiendo la reaccién y
liberando la topoisomerasa. El vector contiene una regién promotor /ac, inicio de transcripcion,
sitio cebador para M13 delantero y reverso, fusion del gen LacZa-ccdB, regién promotora y gen
de resistencia a kanamicina, gen de resistencia a ampicilina bla, origen pUC para replicacion.
Modificado de Invitrogen.
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2.3. Digestion Doble con EcoRl y Notl.

Se realizaron dos digestiones enzimaticas en el vector pCR®2.1-TOPQO® con el
fragmento de ADN scFv (1.1 pg y 2.93 ug de ADN), y una del vector pPICZaA
(3.96 pg de ADN), conteniendo lo siguiente en cada una de las reacciones: 22 pl
de ADN plasmidico, 3 pl de amortiguador O+ (Fermentas®), 1 ul (10 U) de
enzima EcoR | (Fermentas®), 1 pl (10 U) de Not | (Fermentas®) y agua libre de
nucleasas para un volumen final de 30 pl, se incubé por 6 horas a una
temperatura de 37°C. Al término se afadié solucion de carga 1x a las
digestiones y se corrieron en gel de agarosa al 2%. Se purificaron las bandas
correspondientes al ADN tanto del scFv como del vector pPICZaA, utilizando las

columnas Quiaquick (Qiagen®).

2.4. Ligacion del fragmento de ADN del scFv en el vector pPICZaA.

El plasmido pPICZaA contiene el promotor del gen AOX7 que permite la
integracion de genes de interés via recombinacién homologa en el genoma de P.
pastoris, una sefnal de secrecién a-factor para la expresion extracelular, una
marca de polihistidinas para purificacion y otra de c-myc para el reconocimiento
de la proteina expresada, un sitio multiple de clonacién, un origen pUC para la
replicacion y mantenimiento dentro de la bacteria E. coli mediante un gen de
resistencia al antibiético zeocina que permite también la seleccion del plasmido
(fig. 2, pag.19). La reaccién de ligacién entre el fragmento de ADN del scFv y el

vector pPICZoA contenian 200ng de ADN de cada uno (relacion 1:1),

amortiguador de Ligasa al 10% (Fermentas®), 1 ul de Ligasa T4 (5 Weiss u/l)




17

(Fermentas®) a un volumen total de 20 pl, el tiempo de incubacion fue de 12

horas a temperatura ambiente.
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’ Mapas de Vectores pPICZ y pPICZa
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Fig. 2. Representacion esquematica de la serie de plasmidos pPICZ. Contienen el promotor del
gen AOX1 para la expresién en P. pastoris por induccién con metanol y la integracién del
plasmido en el locus AOX1. Un sitio de clonacién mdiltiple con 10 sitios Gnicos para la insercion
del gen de interés. Una marca al epitope myc para la deteccién con anticuerpos anti-myc, y una
marca de polihistidinas (6xHis) que permite la purificacién de la proteina recombinante. Un
terminador de transcripcién nativo y sefial de poliadenilacion del gen AOX1 (TT) para el
procesamiento eficiente en el sitio 3" del mARN por poliadenilacién para incrementar la
estabilidad del mARN. EI promotor del factor de elongacién de transcripcion 1 (TEF1) que
conduce la expresion del gen Sh ble en Pichia y otro constitutivo que conduce la expresion del
gen Sh ble en E. coli EM7 para la expresioén de resistencia al antibiético zeocina. Una region de
terminacion de transcripcion CYC1 en el sitio 3" del gen CYC1 de S. cerevisiae para el
procesamiento eficiente del sitio 3° del mARN del gen Sh ble par incrementar estabilidad. Un
| origen pUC para la replicacion y mantenimiento del plasmido en E. coli. Sitios Unicos de
restriccion: Sac |, Pme | y BstX |, para la linearizacién de vectores en el locus AOX 1 e
integracion dentro del genoma de Pichia. Para los vectores de expresion intracelular se requiere
| afiadir en el extremo 5° del gen de interés una regién consenso de levadura y un codén de
o iniciacion de traduccion ATG. Los vectores pPICZa de expresion extracelular utilizan una sefal
de secrecion a-factor nativa de S. cerevisiae. Invitrogen.
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2.5. Transformacion de E. coli TOP10F’ por método quimico.

A 50 pl de células competentes tratadas con CaCl, (apéndice D) vy
criopreservadas a —80° C en glicerol al 20% se les descongelé en hielo para
anadir 5 pl del producto de la reaccién de ligacion. Se mezclé suavemente con la
punta de la pipeta para luego incubar en hielo 10 min. Se dio choque térmico a
42° C por 2 min. Después, a temperatura ambiente, fueron afadidos 200 pl de
LB bajo en sal, incubandose a 37° C por 1 hora. Al término se sometieron a
seleccion en LB bajo en sal sélido con zeocina 25 ug/mi (Invitrogen®) a 37° C por
toda una noche.

Para confirmar la presencia del fragmento de ADN de interés en el vector se
realiz6 PCR directo de colonia, amplificando con los cebadores F5y AM (Tabla
I) utilizados anteriormente (segun apartado 2.1) y restriccion del plasmido con

las enzimas EcoR | y Not | (segun apartado 2.3).

2.6. Verificacion del marco de lectura del fragmento de ADN scFv en el
vector pPICZaA por secuenciacion.

Se determiné la secuencia nucleotidica de la region del vector pPICZaA que
contiene el fragmento de interés, con los cebadores a-Factor y 3°’AOX1 (Tabla |)

(Invitrogen®). Se mando6 a secuenciar a Eton Bioscience Inc. (www.etonbio.com),

California. EE.UU.




2.7. Integracion del fragmento de ADN del scFv en P. pastoris.

2.7.1. Preparacion de células competentes de P. pastoris.

Se prepararon células competentes de P. pastoris cepa X-33 correspondiente al
fenotipo silvestre que tiene los dos genes que codifican para la alcohol oxidasa,
AOX1y AOX2, la cual es la primer enzima en el metabolismo del metanol que lo
oxida a formaldehido usando oxigeno molecular. Las células en YPD (apéndice
A) se llevaron a una densidad 6ptica de 0.7 a 600 nm, y fueron resuspendidas
en solucioén |, que contiene sorbitol, etilen glicol y DMSO (Pichia Easy Comb®,
Invitrogen®) para hacerlas competentes, y se guardaron a -80° C de acuerdo al
manual de instrucciones Pichia Easy Comb (Invitrogen®) hasta su uso en la

transformacion por método quimico.

2.7.2. Linearizacion del plasmido pPICZaA-scFv.

Antes de proceder a la transformacion por método quimico se linearizé el
plasmido con Sac |, que hace el corte dentro la region 5°’AOX / del vector y
permite la insercion del fragmento de ADN por medio de recombinacién
homologa dentro de la region 5° AOX / del genoma de P. pastoris. Se cortaron 5

Hg de ADN en un volumen final de 30 pl, con 3 pl amortiguador A 10x y 1 pl (10

U) de enzima Sac | (Roche®). La incubacién fue por 4 horas a 37° C.
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2.7.3. Transformacion en P. pastoris con el plasmido pPICZaA-scFv.

Las células competentes (apartado 2.7.1) de P. pastoris fueron transformadas
con los reactivos y el método quimico de choque térmico de Pichia Easy Comb®
(Invitrogen®). Todo el producto de la digestién del apartado 2.7.2 se liofilizé a un
volumen de 10 pl y se afadié a 50 pl de células competentes. Se agregd 1 ml de
solucion Il, que contiene polietilenglicol, y se incubé a 30° C por 1 hr. Se mezcl6
con vortex cada 15 min. Se dié un choque térmico de 42° C por 10 min. Se
separaron las células en dos tubos de 1.5 ml (aprox. 525 ul cada uno) y se
anadi6 a cada uno 1 ml de YPD y se dejo6 incubando por 1 hr a 30° C. Después
las células fueron centrifugadas a 3000 x g (eppendorf 5417 R) por 5 min a
temperatura ambiente y se descart6 el sobrenadante. Se resuspendi6 en 500 pl
de solucién Il (solucion salina) y se combind en un solo tubo. Se volvié a
centrifugar del mismo modo y se descarté el sobrenadante, para después
resuspenderse en 100 pl de solucion lll. La transformacién entera se seleccion6
en medio sélido YPDS (apéndice A) con antibiético zeocina (100 ug/ml). Como
controles se trataron del mismo modo células competentes en medio YPDS con

y sin zeocina transformadas con el vector pPICZaA.

2.7.4. Confirmacion por PCR de clonas de P. pastoris transformadas.
Se pico con un palillo estéril una colonia de P. pastoris y se diluy6é en 1 pl de
agua libre de DNAsas en un tubo de 0.6 ml. Para lisar las células se afiadi6 5 pl

de solucion de liticasa 5 U/ul y se incub6 a 30° C por 10 min, luego se congel6 a

DEPARTAMENTO DE INFORMACION
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CAMPUS ENSENADA
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-80° C por 10 min. Para una reaccion de PCR de 50 pl se aiadié 5 pl del lisado y

se utilizaron los cebadores F5y AM con las condiciones seguln el apartado 2.1.
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3. Expresion de scFv en E. coli y en P. pastoris.

3.1. Expresion de scFv anti-X. fastidiosa en E. coli.

El fragmento de ADN del anticuerpo scFv que reconoce a X fastidiosa
(denominada clona 8) se encuentra en el fasmido pComb3x el cual ademas de la
expresion de esta proteina en la capside del fago permite su expresion de forma
soluble (fig. 3, pag. 25). La produccién del scFv se llevé a cabo de la siguiente
manera: se tomo 1 pl del criopreservado a -80° C de la cepa de E. coli TOP10F°
pComb3x-scFv por cada 1 ml de medio de cultivo SB carbencilina (50 pg/ml)
(apéndice A) y se dejé crecer con agitacion a 37° C por 12 horas. Se inoculd
este cultivo en 100 ml (1/100) de SB carbencilina (50 pg/ml) y se dejé creciendo
hasta que alcanzé una densidad optica entre 0.5 y 0.6 a 600 nm (aprox. 4 hr).
Una vez esto se agregaron 2 ml de IPTG 0.5 M por cada litro de cultivo (Barbas
et al, 2001). Después de 22 horas de incubacién se centrifugo el cultivo en tubos

conicos, a 3000 x g por 20 minutos a 4° C; después se procedi6é a purificar la

proteina del sobrenadante por cromatografia de afinidad al niquel (apartado 3.3).
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Fig. 3. Vector fasmidico pComb3x. Vector para despliegue en fagos 3+3: que significa que la
proteina foranea no se despliega en todas las proteinas plil. Disefiado para expresar fragmentos
de anticuerpos (scFv) y ofras proteinas sobre la superficie de fagos filamentosos o para la
expresion como proteinas solubles. Los scFv estan fusionados con el dominio C-terminal a la
proteina de cubierta menor (plil). El scFv es dirigido al periplasma por el péptido sefial ompA.
Dos asimétricos sitios de restriccion de la enzima Sfi / permiten la clonacién direccional del scFv
en un solo paso. El codon ambar ha sido insertado entre el sitio 3" de restriccion Sfi / y el final 5°
del gen Ill. Esto permite la expresién de la proteina soluble (con un inductor de LacZ) en cepas
de E. coli no supresoras (por ejemplo TOP10F°) sin tener que eliminar el fragmento del gen /I.
La marca de 6x histidinas (HIS) ha sido insertada en el sitio C-terminal del fragmento de interés
para la purificacion de la proteina. Una marca del decapéptido de hemaglutinina de influenza
YPYDVPDYAS (HA) ha sido insertada al final del extremo 3" de la marca HIS para deteccion
usando anticuerpo anti-HA.



25

3.2. Expresion de scFv anti-X. fastidiosa en P. pastoris.

Las clonas resultantes de la seleccion con zeocina se cultivaron bajo las mismas
condiciones: se sembro, picando con una punta de palillo estéril, una colonia en
25 ml de medio BMGY (apéndice A) en frascos de 250 ml a una temperatura
entre 28 a 30° C en un incubador longitudinal con la maxima agitaciéon. En este
medio de cultivo la levadura utiliza como fuente de carbono al glicerol que
permite producir biomasa sin comenzar a expresar aun la proteina foranea. Una
vez alcanzada una densidad Optica de 4 a 600 nm después de 16 a 20 horas, se
centrifugd (Sorvall RC 5B PLUS) el cultivo a 1500 x g por 5 min, se retird el
sobrenadante y se diluyé en el medio de cultivo BMMY (apéndice A) a una
densidad o6ptica (D.O.) final de 1 (aproximadamente 100 ml). Este medio
contiene metanol, el cual es necesario para inducir a la expresion de la enzima
alcohol oxidasa y la proteina foranea. La incubacion fue por 24 horas mas. Al
finalizar se procedié a centrifugar a 1500 x g por 20 minutos en tubos conicos y
el sobrenadante se almacené a —80 °C hasta su purificacion.

Aquellas que resultaron con la mayor produccion de scFv fueron cultivadas en el
medio BMMY por 5 dias mas, agregando cada 24 horas metanol 100% a una
concentracion final de 0.5%. Se tomaron alicuotas de 500 pl a diversos tiempos;
se separ6 el medio de las células por centrifugacion y se guardé ambas
muestras a —80 °C.

Al final cada cultivo se centrifugé a 1500 x g por 20 min para separar el medio de

las células y se guard6 el sobrenadante a —80 °C 6 se procedié a purificar

directamente por cromatografia con esferas de agarosa Ni-NTA (Qiagen®).
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3.3. Purificacion de proteinas recombinantes por Cromatografia de
Afinidad Metalica al Niquel.

Tanto el scFv expresado en E. coli como en P. pastoris tienen una marca de 6
histidinas al final de cada proteina, las cuales se unen al niquel de las esferas de
agarosa que contienen el complejo niquel-acido nitrilotriacético (Ni-NTA)
(Qiagen®). A cada 50 ml de medio de cultivo sin células ya sea descongelado o
directo de la centrifugacion, se le agregé 200 pl de esferas Ni-NTA. Se dej6
mezclando suavemente en agitador a 4° C desde 2 horas o alternativamente,
toda la noche. Después, se centrifugé (eppendorf 5417 R) a 1000 x g por 30 seg
y se tir6 el sobrenadante dejando 1 ml de medio de cultivo. Se resuspendi6 el
volumen conservado para pasarlo a una columna cromatografica, el cual una
vez que cayo todo el liquido, las esferas retenidas en la columna fueron lavadas
con 5 ml de amortiguador de lavado (apéndice A) con 20 mM de imidazol, el cual
a esta concentracion actiia compitiendo con aquellas proteinas que se hayan
unido inespecificamente al niquel retirandolas de la unién y reteniendo la
proteina de interés. Luego se eluy6 tres veces con 200 ul de amortiguador de
elusion (apéndice A) con 500 mM de imidazol que compite fuertemente por la
union al niquel y permite que las proteinas se suelten. Las elusiones se lavaron
con 1ml de PBS 1x pH 7.4 (apéndice A) utilizando tubos centricon 3000 MW
(Amicon®) centrifugando (Sorvall® Superspeed RC2-B) por 1 hr a 1,610 x g. Para
los experimentos se utilizaron elusiones dializadas (bolsas de dialisis de 6,000 a

8,000 MWCO) en PBS 1x pH 7.4 por 4 a 6 horas a 4° C. Se tomaron muestras
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de 10 ul y se corrieron a 120 V en geles de poliacrilamida SDS al 10% (SDS-

PAGE) visualizadas con azul coomassie al 2 % (ver apéndice A).

4. Acoplamiento quimico del scFv al péptido litico.

En un tubo de 2 ml se anadieron 50 ug de péptido cecropin P1 (cP1) diluido en
125 pl en PBS 1x y 20 pg de scFv anti-Xf diluido en 125 pyl de PBS 1x. Se
agreg6 125 pl de gluteraldehido 20 mM en alicuotas de 5 ul cada 10 minutos,
mientras se agitaba con una barra magnética. El gluteraldehido reacciona
uniendo los grupos amino de las proteinas. Se detuvo la reacciéon con 31.25 pi
de glicina 1M por 30 minutos. La mezcla se dializé contra 1 L de PBS 1x por 3

horas a 4° C para retirar todo el gluteraldehido (Doolittle, 1986).

4.1. Ensayo preeliminar del efecto del acoplado quimico scFv-cP1 en X.
fastidiosa.

En tubos de 1.5 ml se mezclaron una cantidad igual de células de X. fastidiosa
con el acoplado scFv-CP1, con el acoplado scFv-scFv como control, y con PBS
1x como control. Se dejaron incubando a 28° C por 6 horas y luego se

sembraron en medio sélido PD2 y se espero a que crecieran colonias por

aproximadamente 10 dias.
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5. Construccion del hibrido scFv-CP1 y su expresion en fagos filamentosos
y en forma soluble.

5.1.1. Amplificacion del fragmento de ADN Cecropin P1 (CP1).

Para la amplificacién por PCR del fragmento de ADN del péptido litico cecropin
P1 (cP1), se utilizd como molde el fragmento de ADN sintetizado

(www.operon.com) de una sola hebra el cual tiene la siguiente secuencia

nucleotidica: 5-AGC TGG CTC AGC AAA ACC GCC AAG AAA CTT GAG AAC
TCT GCA AAG AAA CGC ATC TCT GAA GGC ATT GCT ATC GCG ATA CAG
GGT GGC CCG CGC -3". Los cebadores utilizados fueron delantero cecs y
reverso ceca (Tabla 1), a los cuales se les afiadié los sitios de restriccion para
Spe | y Sfi |, respectivamente. La reaccion de PCR por cada 50 pl contenia 1x de
buffer de PCR, 1 pl de 18 mM de MgCl,, 1 pl de cebador cecs a 12.5 pmoles/pl,
1 pl de cebador ceca a 25 pmoles/pl, 1 pl de enzima Taq polimerasa a 0.1 U/,
y 1 pl de ADN molde (200 ng). Los parametros con los cuales se llevo a cabo la
amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 94° C por 3 min y 35 ciclos de 1

min a 94° C, 1 min a 69° C y 2 min a 72° C, con un tiempo final de extensién a

72° C por 10 min.
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5.1.2. Digestion enzimatica de los fragmentos de ADN cP1 amplificado y

scFv.

El producto de PCR del fragmento de ADN del cP1 se purifico en gel de agarosa
al 2% por columnas Qiaquick (Qiagen®). Se digiri6 con la enzima Spe | (New
England Biolabs®), 1 yg de ADN con 1 ul de enzima (10 U) y 5 ul de
amortiguador de Spe | 10x en un volumen final de 50 pl. Se incubé a 37° C por 9
horas, después se volvié a purificar directamente la digestion por columnas

Qiaquick.

El plasmido pComb3x tiene un sitio de restriccion Spe | que se encuentra
después del extremo C-terminal del inserto de ADN foraneo y antes de un sitio
de restriccion Sfi |, por lo que se procedi6 inicialmente a cortar con Spe |. Para
cortar el fragmento de ADN scFv del vector pComb3x se realizaron dos
digestiones con 20 pg de ADN plasmidico, conteniendo 6 unidades por
microgramo (120 U) de enzima Spe | (New England Biolabs®), 15 pl de
amortiguador para Spe |, en un volumen final de 150 pl. Se incubd por 9 horas a
37° C. Para liberar el fragmento de ADN completamente del vector, se afiadi6 6
unidades de enzima Sfi | (New England Biolabs®), por 1 ug de ADN y 5 pl de
amortiguador para Sfi | a un volumen final de 200 pl. Se incubé por 6 horas a 50°
C. La reaccion entera fue concentrada en 50 pl por columnas Gen elute
(Sigma®) y purificada en gel de agarosa al 2%. Para eliminar cualquier fragmento

de ADN que no se haya digerido totalmente, se purificé nuevamente por medio

de columnas Qiaquick (Qiagen®).
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5.1.3. Ligacion de los fragmentos de ADN scFv y cP1.

Los fragmentos scFv y cP1 cortados con Spe | se unieron en una reaccién de
ligacion de un volumen final de 200 pl, 1.2 microgramos del scFv digerido y
0.720 microgramos de cP1 digerido, 1 pl de enzima Ligasa T4 (Fermentas®), 20
ul de amortiguador para ligasa T4 (Fermentas®), con una incubacién a 37° C por
12 horas. Se afnadi6é a la ligaciéon solucién de carga 1x. Se corrié la reaccién
entera en una electroforesis de gel de agarosa al 2%. Se recuperé el producto
por columna Qiaquick (Qiagen®) y se resuspendié en 50 pl de agua libre de

DNAsas.

5.1.4. Amplificacion por PCR del producto de ligaciéon scFv-CP1.

Para aumentar la cantidad de producto de ligacion se amplificé por PCR en una
reaccion de 50 pl, 40.5 pyl de ADN, 5 pl de amortiguador de PCR 10x, 2 pl de
MgCl; para 25 mM, 1 pl de cebador sentido csc-F a 20 pmoles (afiade el sitio
Sfi1) (Tabla 1), 1 pl de cebador antisentido ceca a 20 pmoles, y 1 pl de 2.5
unidades de FastStartHighFidelity Taq polimerasa (Roche®). Se agregé solucion
de carga 1x a la reaccién. Se purificé por electroforesis en un gel de agarosa al
2% y se recuper6 en columna de silica (Qiagen®), al final fue eluido en 50 pl

agua libre de DNAsas.
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5.1.5. Clonacion y transformacion del fragmento de ADN scFv-CP1 en

vector pcDNA 3.1/NT-GFP TOPO.

Para la clonaciéon del nuevo fragmento de ADN hibrido en el vector pcDNA
3.1/NT-GFP TOPO (Invitrogen®) (Apéndice C), se tomaron 2 pl de la
amplificacion purificada y se procedié a clonar segun el protocolo descrito en el
apartado 2.2. Se mezclaron en 50 pl de células competentes E. coli TOP10 (One
shot, Invitrogen®) a 4° C en hielo. Se le dié un choque térmico a 42° C por 1 min,
se regreso a hielo por 2 min, luego se afnadieron 200 pl de medio de cultivo SOC
(Invitrogen®) (apéndice A) y se dejé por 1 hora a 37° C con agitacién ligera.
Después se sembr6 en medio de cultivo sélido LB con carbencilina (50 pg/pl). A
las clonas resultantes se les extrajo el ADN plasmidico con el método de
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega®) que se cort6
con la enzima Sfi I. Se secuencié el segmento de la clonacion para confirmar la

presencia de los dos fragmentos de ADN unidos correctamente.
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5.2. Clonacion del fragmento de ADN scFv-cP1 en pComb3x y su expresiéon

en fagos filamentosos.

5.2.1. Digestion de pcDNA 3.1/NT-GFP TOPO-scFv-cP1 y pComb3x-stuffer.

Se digirié el fragmento de ADN scFv-CP1 del vector pcDNA 3.1/NT-GFP TOPO
con la enzima Sfi | como anteriormente se describid, al igual que el vector
pComb3x (fig. 3), el cual fue donado conteniendo el fragmento de ADN del
anticuerpo Fab contra toxoide tetanico (stuffer) de 1750 pares de bases por

Carlos F. Barbas Il (The Scripps Reserch Institute, La Jolla, EE.UU.).

5.2.2. Ligaciéon de fragmento de ADN scFv-CP1 y vector pComb3x

digeridos.

La reaccioén de ligacién fue de una relacion 1:2 vector-inserto (70:140 ng) con un
volumen final de 100 pl con una incubacién de toda la noche a temperatura de
cuarto, posteriormente se precipitaron en su totalidad con 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3 M y 2.2 volumenes de etanol 100%, por una noche a -20° C,
se lavo con 1 ml de etanol al 70%, se seco al aire y finalmente se resuspendi6

en 15 pl de agua libre de DNAsas.
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5.2.3. Transformacion en E. coli XL1Blue y expresion en fago filamentoso.

La transformacion se llevé a cabo por el método de electroporacién. A 100 pl de
células electrocompetentes (apéndice D) se les agregaron 7.5 pl de la reaccién
de ligacion concentrada. Las condiciones del electroporador MicroPulser (Bio
Rad®) fueron un solo pulso 2.5 kV, 25 uF, 200 Q y 1 4.0 mseg. Las células fueron
resuspendidas en 5 ml de medio de cultivo SOC y se dejé incubando 1 hora a
una temperatura de 37° C. Se agregaron 10 ml de medio SB con carbencilina
(20 pg/ml concentracion final) y tetraciclina (10 pg/ml concentracién final). De la
primera seleccion con carbencilina se sembraron en placas 50 y 100 pl en medio
LB agar con carbencilina. Una hora después se agregé 4.5 ul de carbencilina
(100 mg/ml). Se agreg6é una hora después 2 ml de fago ayudador VCSM13
(Stratagene®) y luego de 15 minutos de incubacién se transfirié todo a un frasco
de 500 ml conteniendo 183 ml de SB con 92.5 ul carbencilina y 370 pl
tetraciclina. Se incub6 el cultivo por 2 horas mas. Se agregé 280 ul del
antibidtico kanamicina (50 mg/ml). Se dej6 incubando a 37° C a maxima
agitacion por 12 horas. De la primera produccion se realizé un primer ensayo
con X. fastidiosa. A las colonias de las placas sembradas se les corroboré la
presencia del fragmento de ADN por digestion con Sfi | como anteriormente se

describi6 (apartado 5.1.4).
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5.2.4. Verificacion de la insercion del fragmento de ADN scFv-CP1 en el

vector pComb3x por secuenciacion.

Se extrajo plasmido de las células XL1Blue, como ya se menciond, y se verifico
que la secuencia tuviera el marco de lectura correcto. Se compararon con las
secuencias originales del fragmento de ADN del anticuerpo y del cecropin P1 por

medio del programa Sequencher®.

5.2.5. Purificacion de fagos filamentosos M13.

Los fagos producidos en 200 ml después de 12 horas de cultivo se centrifugaron
(Sorvall® RC 5B PLUS) a 3000 x g en rotor de columpio por 15 min a 4° C. Al
sobrenadante transferido en un frasco de 500 ml se le anadi6 50 ml de
polietilenglicol 5x (PEG-8000 al 20 %) frio y se dejé incubando por 30 minutos en
hielo. Luego se centrifugé (Sorvall® RC 5B PLUS) a 15,000 x g en rotor de
columpio por 30 min a 4° C. El sobrenadante fue descartado y los tubos que lo
contenian se invirtieron en papel secante y se dejaron secar al aire por 10 min.
El paquete se resuspendié en 2 ml de TBS-BSA 1% (apéndice A), para luego ser
centrifugado a 16,000 x g a 4° C. El sobrenadante que contiene los fagos se
paso por un filtro de 0.22 pm y se almacené a 4° C. Se cuantificaron los fagos

con la formula: absorbancia a 269 nm x 6x10' / numero de nucleétidos de

genoma (vector + inserto).
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5.3. Clonacion del fragmento de ADN scFv-cP1 en P. pastoris.

Dos tipos de amplificaciones del fragmento de ADN scFv-cP1 se realizaron para
la clonacion en la levadura P. pastoris. En la primera se uso como molde de
ADN el vector pcDNA 3.1/NT-GFP TOPO-scFv-cP1 y la reaccion contenia 1x de
amortiguador de PCR, 1 yl de 18 mM de MgCl,, 1 ul de cebador sentido F5,
12.5 pmoles/pl, 1 pl de cebador antisentido Rp7not, 12.5 pmoles/ul (Tabla ), 1 pl
de enzima Taq polimerasa a 0.1 U/ul y 1 yl de ADN molde (200ng) en un
volumen final de 50 pl. Los parametros con los cuales se llevd a cabo la
amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 94° C por 3 minutos y 35 ciclos
de 1 min a 94° C, 1 min a 69° C y 2 min a 72° C, con un tiempo final de
extensiéon a 72° C por 10 min. Los productos de tres reacciones de PCR fueron
corridas en gel de agarosa 2% y después se purificaron por columnas de silice
Qiaquick (Qiagen®) para eluirse en 50 ul de agua. De este concentrado se
tomaron 4 pl a los cuales se le afadié 1 pl de solucién salina y 1 ul de vector
pcDNA 3.1/NT-GFP TOPO. Se mezcl6 ligeramente y se centrifugd (eppendorf
5417 R) a maxima velocidad por 10 seg a temperatura ambiente. La reaccion se
dej6é a temperatura ambiente por 30 min para permitir la clonacién. Después se
tomaron 3 pl que se anadieron a 100 pl de células competentes TOP10 (one
shot, Invitrogen®) en hielo para ser transformadas. Se dié choque térmico por 1.5
min a 42° C y se regreso a hielo por 2 min. Se afadieron 200 pl de LB y se
incubé por 1 hora. Se sembr6 toda la transformacion en placas con LB
carbencilina (50 pg/pl). Las colonias resultantes se rastrearon por PCR de

colonia y también se purifico el plasmido con las mismas condiciones ya
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mencionadas. Se cort6 el fragmento de ADN del scFv-cP1 y el vector pPICZaA
con las enzimas de restriccion EcoR | y Not |. Se llevo a cabo de la siguiente
manera: 1 x de amortiguador de digestién con 10 unidades de cada enzima. Se
incubaron por 4 horas a 37° C. Se afiadi6 a cada reaccién soluciéon de carga 1x.
Se corrieron las digestiones en gel de agarosa al 1.5 %. Las bandas
correspondientes se cortaron del gel con navaja y se purificaron por squeeze-
freezee con las columnas Ultrafree-MC de 0.45um (Amicon®). Se precipit6 el
eluido por acetato de sodio 3 M y etanol como anteriormente fue descrito

(apartado 5.2.2).

En la segunda amplificacion el fragmento de ADN del scFv-cP1 que se
encontraba en el vector pcDNA 3.1/NT-GFP TOPO se amplificé por PCR para
cambiar los sitios de restriccion inicial y final del fragmento que fueron para
EcoR | el cebador Intracon y para Not | el cebador Rp7not, respectivamente
(Tabla ) y se llevé a cabo como arriba se mencioné. El cebador Intracon tiene
un codon ATG detras de una secuencia consenso para levadura, que permite
que sea reconocida cuando sea expresada por P. pastoris (Cigan et al., 1988).
Para diferenciarla del anterior producto se denominé M-scFv-cP1. El producto de
PCR se lig6 al vector pGem-T Easy (Promega®), en un tubo de 1.5 ml se mezcl6
50 ng de vector y 50 ng de inserto (3:1). Este vector comercial esta fosforilado
con timina a cada extremo (fig. 5, pag. 35). Se afadié 5 ul de amortiguador y 1 pl
T4 DNA ligasa, que uniran las adeninas del producto de PCR con las timinas del
vector. Se incub6é por 1 hora a temperatura ambiente. Se llevo a cabo una

transformacion en E. coli TOP10 (Allele®), en un volumen de 100 pl de células
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se anadi6 5 pl de la ligacién, se dio choque térmico a 42° C por 45 segundos y
se paso a hielo por 2 min. Se afadié 1 ml de medio SOC para la recuperacion

de las células por 1 hora a 37° C. Al final se sembro6 250 pl en 4 cajas de medio

LB carbencilina 50 ug/ml a 37° C.
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Fig. 5. Mapa del vector pGEM-T Easy (Promega®). Contiene un sitio multiple de clonacion.
Secuencias del operon /ac, operador /ac y cod6n de inicio /acZ. Regién fago f1. Un sitio de
iniciacion de transcripcion de T7 ARN polimerasa y promotor de T7 ARN polimerasa. Un sitio de
iniciacion de transcripcion de SP6 ARN polimerasa y promotor SP6 ARN polimerasa. Un origen
pUC de replicacion y secuencias de unién de cebadores pUC/M13 delantero y reverso.
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Después de 24 horas aproximadamente las colonias resultantes fueron
analizadas para hallar aquellas que tuvieran el inserto. A 10 colonias se les hizo
un PCR directo y las que resultaron positivas se cultivaron para extraccion de
plasmido y/o criopreservacion a -80° C. Se confirmé la presencia correcta del
fragmento de ADN por secuenciacion. Se cultivaron las clonas con los plasmidos
positivos. Los plasmidos extraidos se sometieron a digestion enzimatica con
EcoR | y Not |. La restriccion se realizé con 1 yl de EcoR | (10 U/pl), 1 pl de Not |
(10 U/ul), 5 pl buffer 2 10x (New England Biolabs®) con aproximadamente 5 ug
de plasmido a un volumen final de 50 pl. Se incubé por 4 horas a 37° C. El
plasmido pPICZB se someti6 a la misma reaccion de digestion. Ambas
digestiones se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%. El tamaio
correspondiente de cada producto se corté con una navaja limpia y se purificd

por el método de Qiaquick (Qiagen®).

5.4. Ligacion de fragmento de ADN scFv-cP1 a los vectores pPICZaA y

pPICZB digeridos.

La ligacién del scFv-cP1 y pPICZaA digeridos, se llevé a cabo con 200 ng de
inserto y 200 ng de vector, con 1x de amortiguador de ligasa, 1 yl de T4 DNA
ligasa (Fermentas®) en un volumen final de 20 pl. Se tomaron 10 pl de la
reaccion de ligacion para afnadirse a 100 pl de células competentes E. coli
TOP10 (one shot, Invitrogen®) y se dejo a 4° C por 10 min, se dié6 choque

térmico a 42° C por 1.5 min y se paso6 a hielo por 2 min. Se agregé LB bajo en

sal y se dejo incubando a 37° C por 2 horas. Se afiadié 4 ml de LB bajo en sal
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zeocina (25 yg/ml) y se incubd por otras 2 horas. Una vez termina la incubacion,
se centrifugd (eppendorf 5417 R) a 2200 x g por 10 min. El paquete de células
se resuspendio en 200 pl de LB bajo en sal zeocina (25 ug/ml) y se plaqueé en
medio sélido LB bajo en sal zeocina (25 ug/ml). Las colonias resultantes fueron
analizadas por PCR de colonia, como se ha descrito anteriormente (apartado

5.3)

La ligacion del scFv-cP1 y pPICZB digeridos, se llevo a cabo en un volumen de
10 pl que contenia 5 pl de amortiguador, 1 pl de T4 DNA ligasa (Promega®) con
una relacion 1:3 vector:inserto utilizando el producto de la digestion de 5 ug de
plasmido pGem-T Easy-scFv-cP1. La transformacién se realizé del mismo modo

descrito en este apartado.

5.5. Linearizacion de los plasmidos pPICZaA-scFv-cP1 y pPICZB-scFv-cP1

y transformacion de P. pastoris.

Se realizd con las mismas concentraciones y condiciones que anteriormente

fueron descritas en el apartado 2.7.2.
5.6. Expresion en P. pastoris del scFv-cP1.

La expresion extracelular de la proteina scFv-cP1 se realiz6 como ya se
describi6 (apartado 3.2). La expresion intracelular en P. pastoris se llevé a cabo

segun el protocolo del apartado 3.2 utilizando el medio MGY para producir

biomasa y el medio MM para inducir a la expresion de la proteina recombinante.
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Se produjeron cultivos con de dos dias y medio, con 2 inducciones con metanol

100% a una concentracion final de 0.5%, cada 24 hr.

5.7. Purificacion de cultivo de P. pastoris expresando M-scFv-cP1.

El cultivo fue centrifugado (Sorvall® RC 5B PLUS) a 3000 x g por 10 min,
decantado y luego lavado en aproximadamente 10 ml de la solucién
Amortiguador de Rompimiento (AR) (apéndice A). Se determiné la D.O. a 600
nm y se volvi6 a centrifugar de igual manera. Se decant6 la solucién y el paquete
celular se resuspendi6 nuevamente a una D.O. final de 75 a 100 en AR. Se
anadio en una primera ocasion inhibidor de proteasas CompleteMini 1x final
(Roche®). Se afadi6 un volumen igual de esferas de vidrio previamente lavadas
en acido de 0.5 mm estimando el volumen por desplazamiento. Para el
rompimiento celular se mezclé con vortex durante 30 seg y después se incub6
en hielo por 30 seg, repitiendo este procedimiento de 10 a 15 veces. Se
revisaron muestras de las células bajo microscopio. Se centrifugé a 4000 x g por
20 min a 4° C. Se separd el sobrenadante claro a tubos de 1.5ml y se centrifugd
a 12,000 x g por 10 min a 4° C. De cultivos de 100 ml se obtenian extractos de
aproximadamente 2 ml que se diluian con PBS 1x pH 7.4 con un volumen final
de 50ml en tubos coénicos de 50 ml para posteriormente agregar 200 pl de
esferas de agarosa Ni-NTA. Se realiz6 esto con el fin de prevenir que las esferas
Ni-NTA se quelaran con el EDTA contenido en la solucién AR. El procedimiento
para la purificacion con Ni-NTA se llevd a cabo como ya se describi6

anteriormente (apartado 3.3)
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6. Analisis de la composicion de aminoacidos del scFv y scFv-cP1.

Se determino la composicion de aminoacidos de las proteinas solubles scFv y
M-scFv-cp1 comparando dos tipos de analisis, el ExpasyProtParam que calcula
una secuencia peptidica en base a la nucleotidica determinada por
secuenciacion del fragmento de ADN, y un analisis realizado con hidrélisis acida
con 6 N acido clorhidrico al vacio, separado por cromatografia y cuantificado por

UV, realizado en el AAA Service Laboratory, Inc., por Jay Gambee (Damascos,

Oregon, EE.UU.)).
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7. Cuantificacion de proteinas solubles scFv y scFv-cP1 y fagos

expresando scFv y scFv-cP1.

Las proteinas scFv y M-scFv-cP1 se cuantificaron en espectrofotometro
utilizando el coeficiente de extincion calculado por el programa Expasy
ProtParam basado en la traducciéon proteica de la secuencia de ADN. Los

coeficientes de extincion fueron para scFv 1.34 y para M-scFv-cP1 1.194.

Los fagos utilizados se cuantificaron por espectrofotémetro utilizando la formula:
absorbencia a Ajuste 269 nm (=medida Azss-medida Asz) x 6x 10'®/ numero de

nucleétidos del genoma del fago = particulas de fago / mi.




43

8. Pruebas biol6gicas in vitro con X. fastidiosa y los anticuerpos scFv y

scFv-cP1 expresados en fagos o en forma soluble.

En todos los casos X. fastidiosa fue cultivada en medio PD2 a 28° C por 4 a 6
dias. Se determiné la concentracion de células por mililitro por absorbancia a
600 nm considerando que 0.1 de densidad éptica (Absorbencia) son 1 x 10°
células por mililitro. En todos los experimentos se utilizaron 1 x 10% en 50 ul de

medio PD2.

8.1. Efecto de varias concentraciones de los fagos filamentosos sobre X.

fastidiosa.

En tubos de 1.5 ml, se colocaron 50 pl de células de X fastidiosa STL en medio
PD2, se agregaron 50 pl de distintas diluciones de la producciéon de fagos en
TBS-BSA 1%, las cuales fueron 1:2, 1:10 y 1:100 y se cuantificaron como se
indica en el apartado 8. Como controles se agregaron a los 50 pl de células en
50 yl de amortiguador TBS-BSA 1% diluido 1:2, 1:10 y 1:100. Se incubaron a
una temperatura de 28° C por 48 horas. Las células se centrifugaron (eppendorf
5417 R) por 10 min a 10,500 x g para retirar el sobrenadante. Se resuspendi6 el
pellet con 20 pyl de medio PD2. Después se sembro el total escurriendo la gota

de 20 pl en medio de cultivo sélido PD2. Los resultados se observaron después

de 10 dias de crecimiento.
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8.2. Tiempo requerido para la accion de los fagos scFv y scFv-cP1 sobre X.

fastidiosa.

Se probaron los fagos scFv-cP1 y fagos scFv para determinar el tiempo en el
que ocurre un efecto eliminatorio sobre X. fastidiosa STL. En tubos de 1.5 ml,
que contenian cada uno 50 pl de células se agregaron 50 ul de fagos a una
concentracion de 6 x 10° particulas por célula bacteriana. Se incubaron a 28° C
por 20 min, 2, 4, 9, 16, 28 y 150 hr. Las células se centrifugaron (eppendorf 5417
R) por 10 min a 10,500 x g y se retird el sobrenadante. Se resuspendié en 20 pl
de PD2 y se sembraba una gota escurrida en medio de cultivo sélido PD2. Se

observaron los resultados a los 10 dias de crecimiento.

Se realizo un siguiente experimento en el que se analizaron a las 2 horas y 48
horas dos concentraciones de fagos diluidos 1/10 y 1/50, con dos fagos
diferentes scFv-cP1 y ayudador. Se sembraron e incubaron con las mismas

condiciones descritas.
8.3. Determinacion de la especificidad del fago scFv-CP1.

Se probaron distintas especies de bacterias, con el fago scFv-CP1 a una
concentracion de 6 x 10° particulas por célula bacteriana. Cada una de las
especies de bacterias se ajusté a la misma concentracion que X. fastidiosa STL
a un volumen final de 100 pl. Se incubaron por 48 horas a 28° C. Las células se

centrifugaron por 10 min a 10,500 x g, se retird el sobrenadante y se

resuspendié en 20 pyl de PD2. Después se sembro el total en medio de cultivo
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sdlido PD2 con gota escurrida. Los resultados se observaron a los 10 dias de

crecimiento.

En otro experimento se probaron distintas especies de bacterias con diferentes
fagos, scFv-cP1 y ayudador a una misma concentracion, con dos distintos
tiempos de incubaciéon, 24 y 48 horas. Se sembraron e incubaron con las

mismas condiciones descritas en este apartado.

8.4. Efecto de los fagos scFv y scFv-CP1 sobre distintas cepas de X.

fastidiosa.

Se probaron las cepas STL, Temecula, M23 y Baja #5 de X. fastidiosa. Se
ajustaron las distintas cepas a una misma concentracién y se agregaron los
fagos scFv-CP1 a una concentracion de 6 x 10° particulas por célula bacteriana
en un volumen final de 100 pl. Se incubaron a una temperatura de 28° C por 24,
48, 72, 96 y 120 hr. Como controles las bacterias se incubaron en TBS-BSA 1%.
Réplicas del tiempo a 24 horas fueron sembradas aparte en medio sélido PD2
con carbencilina a una concentracién de 50 ug/ml. Todos los experimentales se
centrifugaron por 10 min a 10,500 x g y se lavaron en 20 pl de PD2. Se

sembraron en medio de cultivo sélido PD2 con gota escurrida de 20 pl. Se

observaron los resultados después de 10 dias de crecimiento.
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8.5. Efecto de fagos expresando diferentes proteinas sobre X. fastidiosa.

Se probaron el efecto de los fagos filamentosos M13 ayudador, fago anti-
salmonella (producido en el curso de despliegue en fagos filamentosos impartido
en esta facultad por el Dr. José Luis Stephano en el laboratorio "Meredith
Gould"), fago anti-toxoide tetanico, fago scFv anti-X. fastidiosa y fago scFv-cP1,
sobre X. fastidiosa STL. En un tubo de 1.5 ml conteniendo 50 pl de células se
agregaron 50 pl de los fagos a una concentracién 6 x 10° particulas en TBS-BSA
1% por célula bacteriana a un volumen final de 100 ul. Se incubaron por 48
horas a 28° C y posteriormente se centrifugaron por 10 min a 10,500 x g para
retirar el sobrenadante y resuspender en 20 pl de PD2. Se sembrd en medio de
cultivo sélido PD2 por gota escurrida. Se observaron los resultados a los 10 dias

de crecimiento.

8.6. Ensayos sobre el efecto de las moléculas solubles scFv y M-scFv-cP1
sobre X. fastidiosa.

En este primer experimento se utilizaron dos distintas concentraciones maximas
producidas de la purificacion de cada cultivo de expresién para determinar el
efecto de las moléculas scFv y M-scFv-cP1 dializadas en PBS 1x pH 7.4
(apartado 3.3), sobre X. fastidiosa. En tubos de 1.5 ml conteniendo 50 pl con 10°
células en PD2 se mezclaron con: scFv 3.3 pg/ul final, scFv-cP1 0.86 ug/pl final,

y PBS 1x pH 7.4 como control. Todos a un volumen final de 100 pl. Se mezclé

suavemente, se centrifug6 (eppendorf 5417 R) por 3 seg a maxima velocidad y
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se incubd a 28° C por 72 hr. Una vez pasado el tiempo de incubacién, se mezclo
suavemente, se centrifugo por 3 segundos a maxima velocidad y se sembré el
total de cada tubo en una caja petri conteniendo medio sélido PD2 y se
incubaron a 28° C. Después de seis dias se observo el resultado y se registro
con fotografia. Cuando fueron los diez dias desde la siembra se registro de
nuevo con fotografia.

En un segundo experimento se analizaron tres diferentes concentraciones de las
proteinas de scFv y scFv-cP1, 50 uyM, 100 pM y 200 pM. El tiempo de
incubaciéon fue de 96 hr. Se sembré e incubé con las mismas condiciones

descritas en este apartado. Se registro con fotografia después de los 10 dias a

partir de la siembra en medio sélido.




Resultados

1. Confirmacion de cultivos de cepas de X. fastidiosa.

Los cultivos de X. fastidiosa verificados por PCR con los cebadores RST317 y
RST33 dieron un producto positivo aproximado de 700 pb (fig. 6). El resultado se

corrobor6 con el ensayo de ELISA PathoScreen Xf (Adgia®) (fig. 7).

800pb
700pb

Fig. 6. PCR de cultivos de X. fastidiosa con los cebadores RST31 y RST33. Carril 1, marcador de
peso molecular (no se distingue en la foto). Carril 2 a 6 corresponden a las cepas STL, M23,
Temecula, Baja #5 y STL respectivamente, con un producto de 730 pb aproximado. Gel de
agarosa al 1.5% tefnido con bromuro de etidio.

Fig. 7. ELISA de cultivos de X. fastidiosa utilizando los reactivos de PathoScreen Xf (Adgia®).
Pozo 1, control negativo. Pozo 2, control positivo. Pozo 3, cepa STL. Pozo 4, Temecula. Pozo 5,
Baja #5. Pozo 6, M23. Se observa que todas las cepas fueron positivas.
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2. Clonacion del ADN del fragmento variable de cadena sencilla (scFv) anti-
X. fastidiosa en Pichia pastoris.

A partir de ADN del plasmido pComb3x conteniendo el fragmento del scFv anti-
X. fastidiosa, se amplific6 por PCR un producto que corrié alineado a la banda
de 700 pb del marcador de peso molecular (fig. 8, pag. 50). El producto del PCR
del scFv se clon6 en el vector pCR®2.1-TOPQO?®. Este vector aseguro que todo el
fragmento de interés fuera digerido. Se examinaron las transformantes de E. coli
TOP10F" por digestion de plasmido con la enzima EcoRI que produjeron un
fragmento del tamafo aproximado entre 700 y 800 pb (fig. 9, pag 50), lo cual
sirvid para asegurar la existencia del fragmento y para realizar el corte de
digestion doble EcoRI-Notl, el cual se ligé al vector pPICZaA y se transformé de
nuevo en ceélulas de E. coli. Las colonias resultantes se verificaron por reaccion
de PCR directo de colonia (fig. 10, pag 51). La colonia que resulto positiva al
PCR se someti6 a digestion enzimatica con EcoR | y Not | (fig. 11, pag 51). Se
demostré por secuenciacion que el fragmento de ADN era del scFv dentro del

vector pPICZaA y se encontraba dentro del marco de lectura (fig. 12, pag. 52).
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1500 pb

1051 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb

Fig. 8. Amplificacion del fragmento de ADN del scFv anti-xylella. Producto de 734 pares de
bases. Carril 1, 2 y 3 corresponden a la amplificacién del fragmento de ADN scFv, y Carril 4 al
marcador de peso molecular. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

12345 67 8 910111213 14 15

5000pb
4000pb

800pb
700pb

Fig. 9. Analisis de transformantes de E. coli con el vector pCR®2.1-TOPO-scFv por restriccion
enzimatica. El plasmido extraido de cada clona se corto con la enzima EcoR1. Los resultados
positivos dieron un unico fragmento entre 700 y 800 pb. Carril 1, marcador de peso molecular,
Carril 2-4, clonas positivas, Carril 6-15, clonas que no presentaron el fragmento. Gel de agarosa
al 1.2 % tefido con bromuro de etidio.
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800pb
700pb

Fig. 10. Analisis de transformantes de E. coli de la Ligacion pPICZaA-scFv. Amplificacion del
fragmento de ADN del scFv anti-xylella a partir de transformantes de E. coli. En la Carril 5 se
observa una sola clona que dio un producto correspondiente a los 734 pares de bases. Gel de
agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio.

5000pb
4000pb

1050pb
900pb
800pb
700pb

Fig. 11. Digestién enzimatica de la clona pPICZaA-scFv, donde se demostrd la ligacién del
producto de la amplificacion del scFv y el vector pPICZaA. Carril 1: estandar, Carril 2: plasmido
digerido con enzimas de restriccion EcoRI y Notl con un fragmento de 730 pb, Carril 3: plasmido
control. Gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio.

DEPARTAMENTO DE INFORMACION
ACADEMICA U.AB.C.
CAMPUS ENSENADA
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SV VuelelelslshiferXepierNelelele TCCTCGGTGTCAGCAAACCCAGG

AGAAACGGTCAACATCACCTGCTCAGGCAGTGGTGGCAACCACTATG
GCTGGTATCAGCAGAAGTCACCTGGCAGTGCCCCTGTTACTCTGATC
TATGACAACACCAACAGACCCTCGGACATCCCTTCACGATTCTCCGG
TTCCGAGTCCGGCTCCACAGGCACATTGACATCACTGGGGTCCAAGT
CGACGACGAGGCTGTCTATTACTGTGGGAGCTGGGAAAGCAACAATA
ATCCTGGTATATTTGGGGCCGGGACAGCCCTGACCGTCCTAGGTCAG
TCCTCTAGATCTTCCACCGTGACGTTGGACGAGTCCGGGGGCGGCCT
CCAGACGCCCGGAGGAGGGCTCAGCCTCGTCTGCAAGGCCTCCGGGT
TTGACTTCAGTGACCGTGGCATGCACTGGGTGCGACAGGCGCCCGGC
AAGGGGCTGGAATACGTCGCAGGCATTAACACTCATAGTGAGACAGG
ATATGGGGCAGTGGTGAAGGGCCGTGCCACCATCTCGAGGGACAACG
GGCAGAGTACAGTGAGGCTGCAGCTGAACAACCTCAGGGCTGAGGAC
ACCGGCACCTACTACTGCGCCAAAAATGCTGATCGTGGTTATGATGG
AGACGAGATCGACGCATGGGGCCACGGGACCGAAGTCATCGTCTCCT
CCACTAGTGGCCAGGCCGGCCAGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGRNGEA

OO ARNARGEATEHE A 7 CCCoTCaAC S
S A 3

Fig. 12. Secuencia del fragmento de ADN scFv clonado en el vector pPICZaA. Los
oligonucledtidos utilizados como cebadores para la secuenciacion fueron a-factory 3’A0X1. Se
indica: la region del primer que confiri6 el sitio de restriccion EcoRI (azul), regiéon del primer que
confiri6 el sitio de restriccion Notl (amarillo), region que codifica para el epitopo anti-myc (rosa),
region que codifica para la marca de polihistidinas (verde).
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Se transformaron células de P. pastoris X-33 a partir de plasmido pPICZaA-scFv
linearizado (fig. 13). Las colonias resultantes fueron comparadas con un control
de células competentes X-33 sin transformar seleccionadas en medio con
antibiético zeocina (fig. 14, pag. 54). La amplificacion del fragmento de ADN de
scFv por PCR de colonia fue del tamafio esperado en las ocho colonias de P.
pastoris transformadas produciendo el tamafo aproximado de 730 pb (fig. 15,

pag. 54).

Fig. 13. Ejemplo de Linearizacion del vector pPICZaA-scFv para integracion en el genoma del P.
pastoris. Carril 1: marcador de peso molecular MassRuler (Fermentas®), carril 2: vector
pPICZaA-scFv sin digerir, carril 3 al 6: vector pPICZaA-scFv digerido con Sac |. Gel de agarosa
1.2 % teiido con bromuro de etidio.
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Fig. 14. Transformacion de la levadura P. pastoris con el vector pPICZaA que contiene el
fragmento de ADN del scFv. A, no hay crecimiento en el control con la levadura sin transformar
en medio YPDS con zeocina. B, transformantes de la levadura en medio YPDS con zeocina.
Placas con medio sélido YPDS con zeocina (100 pg/ml).

1 2 3 4.5 6 7 8 8

800pb
700pb

Fig. 15. Amplificacion del fragmento de ADN del scFv a partir de colonias transformantes de P.
pastoris. Carril 1: estandar, Carril 2 a 9: producto Gnico entre los 700 y 800 pb. Gel de agarosa al
1.5 % tefido con bromuro de etidio.
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3. Expresion de scFv anti-X. fastidiosa en E. coli y P. pastoris.

El anticuerpo expresado soluble en E. coli mediante el sistema pComb3x da un
tamario aproximado de 33 kDa en geles SDS-PAGE al 10% (fig. 16, pag. 56). En
P. pastoris se obtuvo la expresion del scFv de todas las colonias, con un tamaiio
aproximado de 35 kDa. En la figura 15 y tabla Il (pag. 56) se muestran las
expresiones de todas las clonas. De todas estas se eligio la clona 4 por que
cuando se cuantifico por espectrofotometria y se visualizo en geles de
poliacrilamida presento buena expresiéon por lo que fue la que se produjo para
los experimentos posteriores. En una prueba tiiendo con azul alician (apéndice
A) las proteinas de estas clonas en geles de poliacrilamida no revelo bandas
tefiidas que corresponden a carbohidratos que pudieran haber sido afadidos por

la levadura.

70kDa

50KDa
41KDa o . ‘ ‘
33KDa e e R i o P

Fig. 16. Comparacion de la expresion del scFv anti-X. fastidiosa de varias clonas resultantes de
la transformacion en P. pastoris. Carril 1, marcador de peso molecular. Carril2 a 9, clonas 1 a 8
respectivamente con 10 pl de muestra del producto purificado de cultivos en medio BMMY. Gel
de poliacrilamida al 10 % con SDS, tefido con azul coomassie.
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Tabla Il. Produccion de scFv de las distintas clonas de P. pastoris transformadas con pPICZaA-
scFv. Se muestra la densidad éptica (O.D.) a la que se indujo con metanol y el tiempo en horas
en que tardo en alcanzarla

Produccioén de scFv de las distintas clonas de P. pastoris transformadas con pPICZaA-
scFv
Numerode | Tiempo 0O.D.280nm Volumen Cantidad Cantidad | Concentraciéon
clona en al tiempo final con producida total por volumen
productora generar de la medio de elusion producida | total de cultivo
de scFv biomasa Induccién BMMY en pg/ul de scFv en
con Mg
BMGY
1 25 hr 4.4 110 ml 0.50 75.0 0.68 ug/ml
2 20 hr 3.7 95 ml 0.85 93.5 0.98 ug/ml
3 23 hr 4.6 115 ml 0.35 63.0 0.54 yg/ml
4 23 hr 3.6 90 ml 0.28 57.2 0.63 pg/ml
5 20 hr 6.0 150 ml 0.14 18.6 0.12 pg/ml
6 21 hr 6.0 150 ml 0.50 105.0 0.7 pyg/mi
7 21 hr 4.2 105 ml 0.14 22.8 0.21 pg/mi
8 17 hr 4.4 110 mi 0.14 414 0.37 pyg/mi
1 2 4 5 6 7

170kDa

130kDa

100kDa

70kDa

50KDa

41KDa

25KDa

Fig. 17. Expresion de scFv anti-X. fastidiosa en E. coli TOP10F" y P. pastoris. Carril 1, marcador
de peso molecular. Muestras de 10 pl. Carril 2, 3 y 4, 1era, 2da, y 3era elusiéon respectivamente
de cultivo de E. coli. Carril 5, 6 y 7, 1era, 2da y 3era elusion respectivamente, de cultivo de P.
pastoris. Por cada 100 ml de scFv producido en E. coli fue 0.814 mg por 100 mly en P. pastoris
fue 1.11 mg por 100 ml. Gel de poliacrilamida al 10% con SDS, tefiido con azul coomassie.
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4. Ensayo preeliminar del efecto de acoplado quimico scFv-cP1 en X.
fastidiosa.

El acoplamiento quimico del scFv al péptido cP1 mostré efecto bactericida en X.
fastidiosa, en el cual solo crecié 1 ufc diez dias después de la siembra en el
medio solido, mientras que en el control crecieron 300 ufc. El experimental con
el acoplado scFv resulto con 10 ufc, el cual también elimino las bacterias.
Después de los diez dias no hubo mas crecimiento aun después de dejar

incubando por 7 dias mas (ver Tabla IlI).

Tabla Ill. Muestra el efecto bactericida del péptido litico CP1 acoplado quimicamente al scFv en
cultivo de X. fastidiosa.

Efecto Antibacterial del péptido Cecropin P1 acoplado al scFv anti-X.
fastidiosa (cepa STL)

Después de 6 horas de incubacion a los 10 dias de cultivo

Ufc %
Control sin scFv ni péptido ° 300 100.0
0.05 ug/ul scFv ® 10 33
0.05 pg/ul scFv acoplado a ¢ 1 0.3

0.125 pg/ul de CP1
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5. Construccion del hibrido scFv-cP1.

A partir de una sola hebra sintetizada el cP1 se amplifico adicionando los sitios
de restriccion Spe | y Sfi | (Fig. 18, pag. 59). Posteriormente se digirieron ambos
scFv (Fig. 19, pag. 59) y cP1 con Spe | y Sfi | y se ligaron (Fig. 20 en carril 3,
pag 60) dando un nuevo fragmento aproximado de 840 pb con el tamafio
esperado constituido por 730 pb del scFv mas 100 pb de cecropin P1, que pone
en sus extremos dos sitios de restriccion Sfi | (Fig. 21, pag. 60). El fragmento
construido se clono en el vector pcDNA 3.1/NT-GFP-TOPO (Fig. 22, pag 61), fue
cortado y posteriormente ligado al vector pComb3x digerido con Sfi | (Fig. 23,
pag 61y fig. 24, pag. 62). La construccion pcDNA 3.1/NT-GFP-TOPO-scFv-cP1
sirvi6 como templete para realizar las amplificaciones del scFv-cP1 y anadir

nuevos sitios de restriccion para la clonacién en el vector pPICZaA y pPICZB.
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1,500 pb

500pb & ..
R

L

100 pb

Fig. 18. Amplificacion del péptido litico Cecropin P1 (CP1) por PCR. Carril 1, marcador de peso
molecular. Carril 2, CP1 ;cADN como control. Carril 3 y 4, CP1 amplificado con los cebadores
cecs y ceca. Gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio.

3500pb

700pb

Fig. 19. Corte del fragmento de ADN del scFv a partir del vector pComb3x. Carril 1, marcador de
peso molecular. Carril 2, vector pComb3x-scFv sin cortar. Carril 3, vector pComb3x-scFv cortado
con enzimas restriccion Sfil y Spel, el scFv corresponde al tamarfio de 730 pb aproximadamente.
Gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio.
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pComb3x 10,000 pb
F F
scFv-scFv 1,500 pb
scFv-CP1
scFv 800 pb
700 pb
500 pb
CP1-CP1
cP1 100 pb

Fig. 20. Se muestran los diversos resultados obtenidos de la ligacion scFv-CP1. Carril 1: scFv-
scFv, scFv-cP1, scFv, cP1-cP1 y cP1. Carril 2: scFv-scFv, scFv-cP1, scFv. Carril 3: scFv. Carril
4: marcador de peso molecular. Gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio.

Fig. 21. Amplificaciéon por PCR del hibrido scFv-CP1 a partir del producto de la ligaciéon. Se
muestran varias reacciones de PCR en carriles 1-4 y 6-8 y el marcador de peso molecular en el
carril 5.Gel de agarosa al 2 %, tefiido con bromuro de etidio.




61

1051 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb

Fig. 22. Resultado del analisis por PCR de colonias producto de la transformacion en E. coli con
el hibrido scFv-CP1 en el vector pcDNA 3.1/NT-GFP-TOPO. Carril 1: marcador de peso
molecular. Carril 2 y 3: misma muestra corrida dos veces correspondiente a scFv-cP1. Gel de
agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio.

1051 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb

Fig. 23. Resultado de la digestion del vector pcDNA 3.1/NT-GFP-TOPO-scFv-cP1 con ia enzima
Sfil. Carril 1, plasmido cortado con producto de 800pb. Carril 2, plasmido control. Carril 3,
marcador de peso molecular. Gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio.
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3600 pb

1500 pb

Fig. 24. Digestion del vector pComb3x. Carril 1 y 3, plasmido cortado con fragmento stuffer de
1500 pb. Carril 2, marcador de peso molecular. Gel de agarosa1%, tefiido con bromuro de etidio.
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6. Clonacion del scFv-CP1 en pComb3x y su expresion en fagos
filamentosos.

El fragmento de 840 pb cortado con Sfil obtenido de la construccion
pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO-scFv-cP1 fue ligado al vector pComb3x vy
transformado en E. coli XL1Blue lo cual se seleccioné con carbencilina y
tetraciclina y posteriormente se infecto con el fago ayudador VCSM13 que se

selecciono a su vez con kanamicina. La secuenciacion del fragmento de ADN

confirmé que el marco de lectura era correcto (Fig. 25, pag. 64).
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5 " GAG GAG GAG GAG GAG GAG GTG GCC CAG GCG GCC
CTG ACT CAG CTG ACT CAG CCG TCC TCG GTG TCA GCA
AAC CCA GGA GAA ACG GTC AAC ATC ACC TGC TCA GGC
AGT GGT GGC AAC CAC TAT GGC TGG TAT CAG CAG AAG
TCA CCT GGC AGT GCC CCT GTT ACT CTG ATC TAT GAC
AAC ACC AAC AGA CCC TCG GAC ATC CCT TCA CGA TTC
TCC GGT TCC GAG TCC GGC TCC ACA GGC ACA TTG ACC
ATC ACT GGG GTC CAA GTC GAC GAC GAG GCT GTC TAT
TAC TGT GGG AGC TGG GAA AGC AAC AAT AAT CCT GGT
ATATTT GGG GCC GGG ACA GCC CTG ACC GTC CTA GGT
CAG TCC TCT AGA TCT TCC ACC GTG ACG TTG GAC GAG
TCC GGG GGC GGC CTC CAG ACG CCC GGA GGA GGG CTC
AGC CTC GTC TGC AAG GCC TCC GGG TTT GAC TTC AGT
GAC CGT GGC ATG CAC TGG GTG CGA CAG GCG CCC GGC
AAG GGG CTG GAA TAC GTC GCA GGC ATT AAC ACT CAT
AGT GAG ACA GGA TAT GGG GCA GTG GTG AAG GGC CGT
GCC ACC ATC TCG AGG GAC AAC GGG CAG AGT ACA GTG
AGG CTG CAG CTG AAC AAC CTC AGG GCT GAG GAC AcCC
GGC ACC TAC TAC TGC GCC AAA AAT GCT GAT CGT GGT
TAT GAT GGA GAC GAG ATC GAC GCA TGG GGC CAC GGG
ACC GAA GTC ATC GTC TCC TCC ACT AGT AGC TGS CTC

AGC AAA ACC GL > AAG AAA CTT f,'-;f."‘a H/-wL TCT GCA AAG
LA ATC TCT GAA GGC ATT GCT AT( G ATA CAG
5G] CCG ’ﬁ”' GCA GGC CAG GCCGGCC 3

Fig. 25. Secuencia nucleotidica del scFv unido con el CP1. Las areas subrayadas indica el sitio
de unién de cebadores para la amplificacion por PCR. Las letras en negro son la secuencia del
scFv y en verde (cursivas) la secuencia del CP1.
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7. Clonacion y expresion de proteinas en forma soluble del scFv-CP1 en P.
pastoris.

El fragmento de 840 pb de scFv-cP1 se amplificé para cambiar por nuevos sitios
de restriccion (fig. 26, pag. 66), el cual se ligb a los vectores pPICZaA de
expresion extracelular y pPICZB de expresion intracelular.

La construccién pPICZaA-scFv-CP1 linearizado se transformé en varias clonas
de P. pastoris X-33, lo cual pudo ser confirmado por reaccién de PCR (fig. 27,
pag. 66), sin embargo la inducciébn a expresion extracelular de 10 clonas
positivas al PCR no produjo proteinas recombinantes visualizadas en geles
SDS-PAGE 10% cuando se eluyo6 en la purificacion por Ni-NTA (fig. 28, pag. 67).
Se opto por la expresién intracelular utilizando el vector pPICZB. Se observé que
la expresion intracelular con la construccidon M-scFv-cP1 con 2 dias y medio de
cultivo, produjeron una proteina que corri6 aproximadamente con un peso
molecular de ~38 kDa (fig. 29, pag. 67). Un muestreo del cultivo a diferentes
intervalos de tiempo, mostraron que aumento la expresion de una unica proteina
de aproximadamente 70 kDa se observa que el aumento en el tamarfo de la
proteina expresada se debe a que tiende a formar dimeros cuando esta

concentrada. Se observa que obtiene su pico maximo de expresion a las 24

horas (fig. 30, pag 68).




66

1050pb
900pb
800pb
700pb
600pb
500pb

Fig. 26. Amplificacion del fragmento de ADN hibrido scFv-CP1 para expresion soluble en P.
pastoris. Carril 1, marcador de peso molecular. Carril 2, producto de PCR de 840 pb. Gel de
agarosa al 2% tenido con bromuro de etidio.

800pb —

Fig. 27. Amplificacion del fragmento de ADN scFv-CP1 a partir de colonias de P. pastoris
transformadas con el vector pPICZaA-scFvcP1. Arriba y abajo, Carril 1 y 9 corresponden al
marcador de peso molecular. Arriba, Carriles 2 a 7 corresponden al andlisis de clonas 1 a 6.
Abajo, Carriles 10 a 16 corresponden al analisis de clonas 7 a 12. Carril 8 control de PCR
(fragmento de ADN scFv-CP1 amplificado de plasmido pPICZaA-scFvcP1). Productos
aproximados de 800 pb. Gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio.
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50KDa
41KDa
33KDa
25KDa

Fig. 28. Expresion extracelular negativa del hibrido scFv-CP1 en P. pastoris. Carril 1, marcador
de peso molecular. Carril 2, control scFv. Carril 3 la flecha sefiala una banda ligera obtenida del
lavado de la purificaciéon por cromatografia Ni-NTA. Gel de poliacrilamida al 10%, tefiido con azul

coomassie.

Fig. 29. Expresion intracelular de M-scFv-cP1 de un cultivo en medio BMMY de P. pastoris. Carril
1, marcador de peso molecular; carril 2, primera elusion; carril 3, segunda elusion; carril 4;
tercera elusion; carril 5, cuarta elusién. Cada muestra son 10 pl con un volumen igual de sample
buffer. Gel de poliacrilamida al 10% con SDS, tefiido con azul coomassie.
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71kDa

Fig. 30. Expresion intracelular de M-scFv-cP1 mostrando diferentes intervalos de tiempo de un
cultivo en medio BMMY inducido cada 24 horas. Carril 1, marcador de peso molecular. Carril 2, 0
horas, inicio de cultivo inducido. Carril 3, 12 horas. Carril 4. Carril 5, 96 horas. Gel de
poliacrilamida al 10% con SDS. Tefido con azul coomassie.
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8. Analisis de composicion de aminoacidos de proteinas scFv y scFv-cP1

expresadas en P. pastoris.

Este método se utiliz6 para demostrar que la proteina scFv-cP1 difiere en su
composicion de aminoacidos del scFv. En las tablas IV (pag. 70) y V (pag. 71) se
muestran los resultados del nimero de residuos de aminoacidos (aa.) y los
porcentajes correspondientes a las moléculas scFv y M-scFv-cP1, obtenidos por
el método de hidrélisis acida (HA) comparado con los obtenidos a partir de la
secuencia de ADN (EPP) (fig. 12, pag. 52 y fig. 25, pag. 64). Para las moléculas
scFv y scFv-cP1 los residuos fueron muy similares en porcentaje a excepcion de
los aa. asparagina y glutamina que fueron aproximadamente el doble por el
método de HA. Comparando entre si al scFv y al M-scFv-cP1 por el método HA
se obtiene que aumentaron los aminoacidos lisina principalmente, y ligeramente
isoleucina y alanina segun lo pronosticado por la adicién del cP1 al scFv. El peso
molecular determinado por HA del M-scFv-cP1 fue 34,206 el cual fue mayor al
del scFv de 30,973, si tomamos en cuenta que el péptido cP1 sintético pesa
3,338.86, y la diferencia en peso molecular entre las dos moléculas analizadas
es de 3,233 es una evidencia mas de que el cP1 va unido al scFv. Se tomé en

consideracion el hecho de que la muestra del M-scFv-cP1 fue casi ocho veces

mayor en microgramos que la del scFv.
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Tabla IV. Andlisis de la composicion de aminoacidos por hidrélisis acida del scFv anti-Xf. En la
tabla se compara el resultado por la hidrélisis acida (HA) y el calculado por el programa Expasy
ProtParam (EPP) (www.expasy.ch/tools/protparam.html) del numero de los residuos presentes
en la muestra de la proteina purificada y el proveniente del pronosticado a partir de la secuencia
de ADN. Se muestra la cantidad de nanogramos y picomoles de la proteina para analisis por HA
de cada uno de los residuos hallados y del total de la muestra

Analisis de la composicion de aminoacidos de scFv anti-Xf

Residuos Composicion Peso nanogramos | picomoles
Aminoacido | experimentales | % moles molecular
HA EPP HA EPP
CYSO02 (C) 0.00 4 0.00 0.0 161.2 0.0 0
ASP (D) 32.10 15 10.70 | 5.7 115.09 203.8 1771
THR (T) 21.02 22 7.01 8.4 101.11 117.2 1159
SER (S) 29.84 32 9.95 12.3 87.08 143.3 1646
GLU (E) 39.55 14 13.18 | 54 129.12 281.7 2181
PRO (P) 10.64 9 3.55 3.4 97.12 57.0 587
GLY (G) 50.10 35 16.70 | 134 57.05 157.7 2763
ALA (A) 23.78 18 7.93 6.9 71.08 93.2 1312
VAL (V) 18.56 17 6.19 6.5 99.13 101.5 1024
MET (M) 0.00 1 0.00 0.4 131.2 0.0 0
ILE (1) 10.62 9 3.54 3.4 113.16 66.3 586
LEU (L) 18.09 16 6.03 6.1 113.16 112.9 998
TYR (Y) 10.24 10 3.41 3.8 163.18 92.1 565
PHE (F) 5.97 5 1.99 1.9 147.18 48.5 329
HIS (H) 11.17 10 3.72 3.8 137.14 84.5 616
LYS (K) 6.53 6 2.18 2.3 128.18 46.2 360
ARG (R) 11.78 10 3.93 3.8 156.19 101.5 650
Totales 300.00 | 261 100.00 | 100.0 1707 .4 16547
PM calculado H | 30973
PM calculado E | 27464.6
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Tabla V. Analisis composicion de aminoacidos por hidrélisis acida para scFv-cP1. En la tabla se
compara el resultado por la hidrélisis acida (HA) y el calculado por el programa Expasy
ProtParam (EPP) (www.expasy.ch/tools/protparam.html) del numero de los residuos presentes
en la muestra de la proteina purificada y el proveniente del pronosticado a partir de la secuencia
de ADN. Se muestra la cantidad de nanogramos y picomoles de proteina utilizada el analisis por
hidrdlisis acida de cada uno de los residuos hallados y del total de la muestra.

Analisis de la composicion de aminoacidos en scFv-cP1

Residuos Composiciéon | Peso nanogramos | picomoles
Aminoacido | experimentales | % moles molecular
HA EPP HA EPP
CYSO02 (C) 0.00 5 0.00 1.7 151.2 0.0 0
ASP (D) 36.30 15 11.09 | 5.1 115.09 1119.5 9727
THR (T) 17.38 23 5.31 7.8 101.11 470.8 4656
SER (S) 22.74 37 6.95 126 | 87.08 530.6 6094
GLU (E) 38.11 16 1164 |54 129.12 1318.6 10212
PRO (P) 16.36 10 5.00 34 97.12 425.7 4383
GLY (G) 47.19 38 1442 | 129 | 57.05 721.5 12646
ALA (A) 27.84 22 8.51 7.5 71.08 530.3 7461
VAL (V) 24.39 174 7.45 5.8 99.13 647.8 6535
MET (M) 0.00 2 0.00 0.7 131.2 0.0 0
ILE (1) 16.29 14 4.98 4.8 113.16 494.0 4365
LEU (L) 23.79 18 7.27 6.1 113.16 721.5 6376
TYRI(Y) 8.92 10 2.72 34 163.18 390.0 2390
PHE (F) 7.17 5 2.19 1.7 147.18 283.0 1922
HIS (H) 7.54 10 2.30 3.4 137.14 277.0 2020
LYS (K) 21.46 10 6.56 3.4 128.18 737.0 5750
ARG (R) 11.81 12 3.61 4.1 1566.19 494.5 3166
Totales 327.27 | 294 100.00 | 100.0 9161.6 87703

PM calculado | 34206

HA

PM calculado 30905.7

EPP
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9. Efecto de la concentracion y tiempo de los fagos filamentosos
construidos sobre X. fastidiosa.

Se probaron las construcciones del fago scFv-CP1 y el fago Fab-anti toxoide
tetanico. Las diluciones de los fagos scFv-CP1 1:2, 1:10 y 1:100 correspondieron
a 1.84 x 10°, 3.68 x 10° y 3.68 x 10* por célula bacteriana respectivamente. El
fago scFv-CP1 tuvo efecto mortal en las diluciones 1:2 y 1:10 (fig. 31, Ay B, pag.
73), y en la dilucién 1:100 ya no se observa efecto sobre las bacterias (fig. 31-C,
pag. 76). El fago Fab-anti-toxoide tetanico tuvo un efecto mortal sobre las
bacterias en la primera dilucién de fagos (fig. 32-A, pag. 74), sin embargo, en la

dilucién 1:10 no se observa eliminacion total (fig. 32-B, pag. 74). En la siguiente

dilucién (fig. 32-C, pag. 74) ya no se observo la disminucion de bacterias.
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Fig. 31. Concentraciéon aproximada requerida para que el Fago scFv-CP1 actue eliminando a X.
fastidiosa. Con fagos scFv-cp1, (A) 1:2, (B) 1:10 y (C) 1:100; con solo TBS-BSA 2% como
control, (D) 1:2 control, (E) 1:10 control y (F) 1:100 control; (G) X. fastidiosa control en medio

PD2. Resultados observados a los 10 dias de haber sembrado en la placa. Gota escurrida por
duplicado, en medio sélido PD2.
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Fig. 32. Concentracion aproximada requerida para que el Fago Fab-toxoide tetanico actue
eliminando a X. fastidiosa. (A) 1:2, (B) 1:10, (C) 1:100, (D) 1:2 control, (E) 1:10 control, (F) 1:100
control, (G) X. fastidiosa en medio PD2. Resultados observado a los 10 dias de haber sembrado
en la placa. Gota escurrida por duplicado, en medio sélido PD2.
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Los resultados obtenidos con diferentes tiempos de incubacion (fig. 33)
muestran que entre 28 y 150 horas los fagos scFv-CP1 eliminan a la bacteria en
un 100%, comparando con los controles donde el crecimiento continGia hasta las
150 horas. El fago scFv necesité mas de 28 horas, aunque se observa una ligera
disminucion. La concentracion de fagos por célula utilizada fue de 6 x10°

particulas de fago/célula bacteriana.

TIEMPO
20min 2hr 4 hr 9hr 16 hr 28hr 150hr

Fig. 33. Diferentes tiempos de incubacién requeridos para eliminar a X. fastidiosa STL con el
fago scFv-CP1 con una concentracién de 6 x10° particulas de fago/célula bacteriana. (A)
Controles, (B) tratamiento con fago scFv-cP1 y (C) tratamiento con fago scFv. Resultados
observados 7 dias después de la siembra en PD2. Gota de 20 pl escurrida. En algunas cajas
solamente se sembré una sola gota.
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En adicion a los anteriores se realizaron dos experimentos mas de tiempo y
concentraciéon que incluyeron los fagos scFv-cP1, scFv y ayudador. En el primer
experimento en el cual se incubaron por 2 horas con dos diferentes
concentraciones, se muestra que con 360,000 fagos/célula hay una disminucion
en todos los tratamientos con respecto al control (fig. 34, A1, B1y C1, pag. 77).
En el mismo experimento a la concentracion de 72,000 fagos/célula no se
observa una disminucion con los tratamientos scFv-cP1 y scFv, pero si con el
tratamiento de fago ayudador (fig. 35, A2, B2y C2, pag. 78).

En el segundo experimento se incubaron por 48 horas a las mismas
concentraciones descritas antes (fig. 34, pag. 80), se observo que a la
concentracion de 72,000 fagos/célula hubo una ligera disminucién (A2) con
respecto al control, pero no en los tratamientos scFv-cP1y scFv (B2 y C2). A la
concentracion de 360,000 fagos/célula se observo una eliminacion de 100% con
los tratamientos scFv-cP1 y scFv (A1 y B1) y una ligera disminucion en con
ayudador (C1), lo que indica que este fago trabaja mejor a bajas

concentraciones con poco tiempo, aunque con una concentraciébn mas alta y

mas tiempo de incubacién también hay una disminucién.




77

Fig. 34. Efecto de dos concentraciones de fagos scFv-cP1, scFv y ayudador sobre X. fastidiosa
STL con 2 horas de incubacién. A1y A2, X.f. con 3.6 x 10° fagos/cel y 7.2 x 10* fagos/cel de fago
scFv-cP1 respectivamente; B1 y B2, X.f con 3.6 x 10° fagos/cel y 7.2 x 10* fagos/cel de fago
scFv respectivamente; C1 y C2, X.f. con 3.6 x 10° fagos/cel y 7.2 x 10* fagos/cel de fago
ayudador, respectivamente. Gota escurrida con experimentos por duplicado en medio sélido PD2

a28°C.
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Fig. 35. Efecto de dos concentraciones de fagos scFv-cP1, scFv y ayudador sobre X. fastidiosa
STL con 48 horas de incubacion. A1y A2, X.f. con 3.6 x 10 fagos/cel y 7.2 x 10 fagos/cel de
fago scFv-cP1 respectivamente; B1 y B2, X.f. con 3.6 X 10° fagos/cel y 7.2 X 10* fagos/cel de
fago scFv respectivamente; C1 y C2, X.f. con 3.6 x 10° fagos/cel y 7.2 x 10* fagos/cel de fago
ayudador, respectivamente. Gota escurrida con experimentos por replicado en medio sélido PD2
a 28° C. A1 presenta contaminacion con colonias bacterianas no identificadas.
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10. Determinacion de la especificidad del fago scFv-CP1.

Los resultados obtenidos con el fago scFv-CP1 sobre otras bacterias muestran
la especificidad sobre X. fastidiosa (fig. 36). En todos los casos el crecimiento se
comparé al control sin fago. En dos experimentos adicionales utilizando la
misma concentracién pero con dos diferentes tiempos 24 y 48 horas, se observo

el mismo efecto con scFv-cP1 (fig. 37, pag. 80 y fig, 38, pag. 81) aunque en la

figura 38-F 1 se vio un ligero crecimiento debido a la contaminacioén.

Fig. 36. Determinacién de la especificidad del fago scFv-CP1 con distintas especies de bacterias.
La concentracion de fagos por célula fue de 6.1x 10° fagos/cel incubadas por 48 horas a 30° C.
Las especies son: (A) X. fastidiosa STL, (B) X. fragariae, (C) No identificada extraida de la uva
no. 1, (D) No identificada extraida de la uva no.2, (E) P. phaseolicola, (F) B. subtillis, y (G) E. coli
JM109. Todas cultivadas en PD2 excepto F y G en LB. Resultados obtenidos 16 horas después
de la siembra, excepto para A dado que crece lentamente. Carril 1 sin fagos y Carril 2 con fagos.
Gota escurrida de 20 pl.
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Fig. 37. Especificidad de los fagos scFv-cP1 y ayudador en varias especies de bacterias con 24
horas de incubacion. A1, A2 y A3 Pseudomonas phaseolicola con scFv-cP1, fago ayudador, y
control sin fago, respectivamente. B1, B2 y B3 Xanthomonas fragariae con scFv-cP1, fago
ayudador, y control sin fago, respectivamente. C1, C2 y C3 Bacteria extraida de la uva P2, con
scFv-cP1, fago ayudador, y control sin fago, respectivamente. D1, D2 y D3, E. coli con scFv-cP1,
fago ayudador, y control sin fago, respectivamente. E1, E2 y E3 X. fastidiosa STL, con scFv-cP1,
fago ayudador, y control sin fago. Todos los experimentos por duplicado a una concentracién de
360,000 fagos/célula. Gota escurrida concentrada en 20 pl sembrada en medio sélido PD2,
incubacién a 28° C.
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Fig. 38. Especificidad de los fagos scFv-cP1 y ayudador en varias especies de bacterias con 48
horas de incubacién. A1, A2 y A3 Pseudomonas phaseolicola con scFv-cP1, fago ayudador, y
control sin fago, respectivamente. B1, B2 y B3 Xanthomonas fragariae. C1, C2 y C3 Bacteria
extraida de la uva P1. D1, D2 y D3, bacteria extraida de la uva P2. E1, E2 y E3, E. coli. F1, F2y
F3, X fastidiosa STL. Todos los experimentos por duplicado (excepto X. fragariae) a una
concentracion de 360,000 fagos/célula. Gota escurrida concentrada en 20 pl sembrada en medio
sélido PD2, incubacion a 28° C.
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11. Efecto de los fagos scFv-CP1 sobre distintas cepas de X. fastidiosa.

El efecto en otras cepas de X. fastidiosa, Temecula, Baja #5 y M23, con los
fagos scFv-cP1 fue muy similar al observado con la cepa STL.

Se observé que en los tratamientos con los fagos scFv-cP1 con 24 horas de
incubacién y sembradas en cajas con medio PD2 carbencilina crecieron colonias

en un numero similar a aquellas sobrevivientes sin seleccion (Tabla VI).

Tabla VI. Colonias de varias cepas de X. fastidiosa sobrevivientes del tratamiento con fagos
scFv-cP1 y seleccionadas después en carbencilina. Después de aproximadamente 10 dias se
contaron las colonias resultantes de la incubacion a 28° C.

Numero de colonias de varias cepas de X. fastidiosa sobrevivientes con y sin tratamiento
con fagos scFv-cP1 y después sembrados en medio PD2 con o sin carbencilina.

Cepa de X. fastidiosa Temecula Baja #5 M23 STL
Cajas PD2 Tratamiento A B A B A B A B
Con Control 0 0 0 0 0 0 0 0
Carbencilina

scFv-cP1 14 7 31 39 128 46 0 3
Sin Control >10° | >10° | >10° | >10° | >10° | >10° | >10° | >10°

Carbencilina

scFv-cP1 16 1 21 5 68 35 13 30
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12. Efecto de las proteinas solubles scFv y scFv-CP1 sobre X. fastidiosa.

En experimentos de 100,000 células de bacteria con 72 horas de incubacion, los
primeros 6 dias después de la siembra en los experimentos tanto con scFv y
scFv-cP1 se vio una inhibiciéon del crecimiento con respecto al control (fig. 39
comparar 1A con 1B y 1C, pag. 84), y 4 dias después se observo aumento en
crecimiento (fig. 39, control 2A, experimentales 2B y 2C). En un segundo
experimento se aumentaron las concentraciones a 50, 100 y 200 uM (fig. 40,
pag. 85, experimento con concentracion de 50 uM) en el cual solo se observé un
retardo en el crecimiento con la molécula scFv-cP1 (datos no mostrados) en los
primeros 4 dias comparados con el control y después de 6 dias se observo que

se iguala con los controles.
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Fig. 39. Ensayo preeliminar del efecto de las moléculas solubles scFv y scFv-cP1. 1A, bacterias
de X. fastidiosa como controles; 1B, bacterias con scFv 3.3 pg/ul; 1C, bacterias con scFv-cP1
0.86 pg/ul, después de 6 dias de incubacion en caja. Las figuras 2A, 2B y 2C son las mismas
cajas después de 10 dias después de la incubaciéon. En este experimento se utilizaron por cada
experimental 100,000 células incubadas previamente por 72 horas con las moléculas solubles y
después sembradas en medio PD2 a 28° C.
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Fig. 40. Efecto de las moléculas solubles scFv y scFv-cP1.sobre X fastidiosa STL a una
| concentracion de 50 uM. A1, A2 y A3 bacterias de X. fastidiosa controles. B1, B2 y B3 bacterias
| con scFv a 50 uM. C1, C2 y C3 bacterias con albumina como proteina control a 50 uM. D1, D2 y
| D3 bacterias con scFv-cP1 a 50 uM. Cada placa representan una replica de un volumen de 100
| pl con 50 pl de 10,000 bacterias en medio PD2 con su respectivo tratamiento en 50 pl de PBS

1x, con 4 dias de incubacién a 28° C. Gota escurrida de aproximadamente 25 pl cultivada en

placa por 10 dias en medio sélido PD2 a 28° C.




Discusiones

La produccién en P. pastoris de ambos anticuerpos recombinantes fue para el
scFv de 0.1 g/L y para el scFv-cP1 de 0.12 g/L cuando se expresaron por 120
horas. Ridder et al (1995), reportaron la producciéon de un anticuerpo de conejo
de cadena sencilla un poco mas arriba de 0.1 g/litro y Xianzong et al (2003),
recientemente produjeron un scFv de ratén a un pH de 7.0 y 15° C que alcanzé
una producciéon de 0.025 g/L. Se puede hacer mas eficiente la producciéon en

esta levadura con el escalamiento en fermentacién (Sreekrishna ef al., 1988).

La razén por la que no se pudo obtener la proteina scFv-cP1 expresada en P.
pastoris utilizando el vector pPICZaA para expresion extracelular, fue debido a
que el fragmento de ADN cP1 codifica una secuencia peptidica Lys-Arg (AAA-
CGC) (Sipos et al, 1992) que es reconocida como una sefal de corte para la
enzima Kex2 que es expresada por la levadura (Brake et al, 1984) y es utilizada
por el vector de expresion para evitar que la sefal a-Factor vaya en el producto
final de la proteina recombinante; al cortarse debido a esta sefal el scFv-cP1
perdi6 parte del fragmento de ADN cP1 y la marca de polihistidinas lo cual
impidié su purificacion por cromatografia Ni-NTA, como se pudo evidenciar al
presentarse una unica proteina en alicuotas del lavado previas a la purificacion
final. Otra evidencia de que esto ocurri6 es que si hubo purificacion de la
proteina scFv-cP1 al utilizar el vector de expresion intracelular pPICZB que

carece de esta sefal de corte.
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Para demostrar cual de los componentes era esencial para producir el efecto
eliminatorio, se probaron los fagos expresando scFv y ayudador VSCM13 sin
expresar proteinas foraneas. El fago scFv a las 48 hr eliminé totalmente a X
fastidiosa. Sin embargo el fago scFv-cP1 actué mas rapidamente, a las 24
horas, lo que sugiere que el péptido litico contribuye a que esto ocurra.

Se observé también que el fago ayudador contribuia a la disminuciéon en el
numero de bacterias. Se desconoce el mecanismo por el cual actu6é sobre X
fastidiosa. Se observé que este fago trabaja mejor a bajas concentraciones con
poco tiempo, aunque con una concentracibn mas alta y mas tiempo de
incubacion tiene un ligero efecto.

La combinacion de estos tres componentes bacteriéfago-scFv-péptido litico

parecen todos contribuir en el efecto eliminatorio observado.

El numero de colonias de cepas de X fastidiosa, STL, Temecula y Baja #5 (que
causan la enfermedad de Pierce) y M23 (que causa la quemadura de hoja en
almendro) que sobrevivieron cuando fueron incubadas con fagos scFv-cP1 y
después sembradas en placas con medio PD2 sin antibidtico, fue similar en
numero de colonias que resistieron al medio PD2 con antibiético carbencilina
después de la incubaciéon con fago scFv-cP1 (Tabla VI). Esta resistencia a
carbencilina puede explicarse de dos maneras: que los fagos actuaron desde
fuera y a la vez infectaron o que todos actuaron desde adentro y que una
proporcion sobrevive debido a la concentracion. El elucidar lo que ocurrié

ayudara a conocer el mecanismo por el que actia el fago scFv-cP1 construido




88

sobre X. fastidiosa. Se sabe que el proceso de infeccion del fago filamentoso en
E. coli requiere el complejo proteico TolA, R y Q localizado en la membrana
citoplasmatica, el cual es necesario para la translocacion del ADN del fago
dentro del citoplasma y la translocacién de las proteinas de cubierta dentro de la
membrana citoplasmatica (Russel ef al. 1988; Click and Webster 1998). El
dominio N2 de la proteina plll de la capside del fago interacciona con la punta
del pilus F de la bacteria, el cual se retracta conduciendo a la proteina plll en el
periplasma y permitiendo que el dominio N1 de la proteina pllil interactie con el
dominio D3 de la proteina TolA, y esta junto con TolQ y R permiten que se
expanda la membrana en un mecanismo que aun no esta elucidado por
completo (Barbas et al. 2001). X. fastidiosa posee los paralogos TolA, TolR y
TolQ que podrian estar implicados en el reconocimiento y la entrada del fago a
la bacteria, ademas se descubri6 la presencia de profagos dentro del genoma
(Simpson et al. 2000) y posee pili largo tipo IV y otro corto tipo | que permiten
movilidad en contraccién y migracién, y la adhesion y formacién de biofilm,
respectivamente (Chatterjee et al. 2008), pero se desconoce si algunas de estas
funciones estan implicadas en una infeccion del fago filamentoso. También se
requiere elucidar el antigeno al cual se une el anticuerpo pues estos
experimentos de resistencia a antibidtico fueron realizados con fagos
expresando scFv-cP1, lo cual podria ayudar en el reconocimiento del sitio de
entrada a la bacteria. Anteriormente, Alvarez-Delgado (2006), utilizando varias

técnicas de purificacion para el posible antigeno, encontré6 que este anticuerpo




89

scFv se uni6é a varias proteinas de X. fastidiosa STL en lo que pudiera ser un

complejo proteico, sin embargo no fue posible caracterizarlas.

En experimentos con fagos scFv-cP1 se observo una ligera disminucion con
Xanthomonas fragariae con respecto al control (datos no mostrados), pero
después su crecimiento tiende a igualarse al control. Existe una relacion
filogenética de X. fastidiosa con varias especies del género Xanthomonas
(Simpson et al, 2000) ya que comparten genes del grupo de reguladores de
factores de patogenicidad (Chatterjee et al, 2008). Quizas por eso se observo
una inhibicion inicial ya que pudieran ser reconocidas por el anticuerpo del cual
aun se desconoce su epitope.

Con la bacteria Pseudomonas phaseolicola también se observé inhibicion con
respecto al control, aunque este género se considera distante de X fastidiosa.
Wells et al (1987) realizaron experimentos con anticuerpos monoclonales que
reaccionaron con varias cepas de X fastidiosa, los controles incluian a P.
syringae la cual no reacciono a la prueba. Aunque el género no guarda relacion
cercana con X. fastidiosa se desconoce la razén de la inhibicion inicial.
Probablemente ambas especies X. fragariae y P. phaseolicola pudieron haber

sido susceptibles a la accion del péptido cecropin P1.

En experimentos realizados con proteinas solubles scFv-cP1 y scFv, estas
mostraron precipitacion antes y después de dializar cuando las muestras

estaban mas concentradas. El efecto inhibitorio con estas moléculas a los 6 dias
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de siembra en placa con respecto al control fue con concentraciones mas
diluidas de ambos scFv y scFv-cP1. Sin embargo, cuando se probaron
concentraciones mas altas de ambos anticuerpos con menos células y mas
tiempo de incubacién no ocurrié inhibicion de colonias con respecto al control.
Probablemente aunque se encontraban en forma soluble las concentraciones de
scFv-cP1 a 0.86 pg/pl y de scFv a 3.3 pg/ul no fueron suficientes para eliminar al

100% a la bacteria.

Se propone aqui la aplicaciéon por inyeccion de bacteriéfagos expresando un
hibrido scFv-cP1 que reconozca especificamente a la bacteria X. fastidiosa para
el combate a la enfermedad de Pierce, y dado que la bacteria se aloja
exclusivamente en el xilema de las plantas, una aplicacion de tipo foliar o
radicular probablemente reduciria el contacto con el blanco a combatir.

Aunque anteriormente se han utilizado antibiéticos para eliminar a X. fastidiosa
en plantas de vid aplicados por inyeccién, estos presentan ciertas desventajas
como son lo caro de producir, la capacidad de eliminar otras bacterias que
pudieran ser benéficas y el problema de crear resistencia después de varias
aplicaciones. Aunque se desconocen los costos a gran escala de la producciéon
de los fagos y las proteinas solubles construidos, sugiere, dado que es
producido por biologia molecular que su costo serd mucho mas barato (Inal,
2003).

Actualmente la aplicacion de bacteriéfagos en alimentos de consumo humano se

considera no peligrosa e inocua ya que no se ha hallado que tengan
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repercusiones negativas importantes en humanos (Inal, 2003; Hagens vy
Loessner, 2007). En los Estados Unidos de America recientemente la
Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) aprobé la aplicacion de ciertos
bacteriofagos liticos como medida higiénica en alimentos vegetales susceptibles
de contaminacion por patdgenos bacterianos humanos (Hagens y Loessner,
2007).

Las moléculas como los fragmentos de anticuerpo y los péptidos antimicrobiales
expresadas en fagos o en forma soluble aplicados en plantas de vid son una
gran ventaja ya que no tienen efecto residual y pueden degradarse después de
un tiempo, ademas este sistema puede ser una alternativa para combatir otras
enfermedades causadas por otras cepas de X. fastidiosa y otros géneros de
bacterias fitopatogenas.

La accion de esta construccion sobre el patdgeno fue dependiente de la

concentracion de bacteriéfagos y del tiempo de incubacion de estos.




Conclusiones

Se construyé un hibrido scFv-péptido litico que es capaz de eliminar totalmente
a X fastidiosa en cultivo in vitro.

Se expreso el hibrido scFv-péptido litico en forma soluble en E. coliy P. pastoris
y en fagos filamentosos.

Se determiné que los fagos scFv-péptidos liticos eliminan especificamente a X.
fastidiosa pero no a los otros géneros de bacterias probados.

La concentracién y el tiempo que se determino que los fagos scFv-péptido litico
eliminan 100% a X. fastidiosa es 3.6 x 10° fagos/célula entre 24 y 28 horas.

Las proteinas solubles scFv y scFv-péptido litico expresados en P. pastoris,
inhibieron pero no eliminaron a X. fastidiosa debido a la concentracion.

Ambos sistemas de expresion de proteina recombinante en P. pastoris y de
fagos filamentosos tienen potencial para la produccion a gran escala para la

aplicacion del tratamiento a un gran namero de plantas enfermas en el campo.
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Apéndice A

Amortiguador de Elusion
50 mM NaH2P04'H20

300 mM NaCl

250 a 500 mM Imidazol
Ajustar a pH 8.0 con NaOH

Amortiguador de Lavado
50 mM NaH2P04'H20

300 mM NaCl

10 a 20 mM Imidazol
Ajustar a pH 8.0 con NaOH

Amortiguador de Rompimiento (AR)

Para 1 litro disolver lo siguiente en 900 ml de agua destilada:
6 g fosfato de sodio monobasico

372 mg EDTA

50 ml glicerol

Ajustar pH 7.4 con NaOH y aforar a 1 litro. Almacenar a 4° C.
Opcional, anadir inhibidores de proteasas.

BMGY

En 700 ml de agua destilada, disolver:

10 g extracto de levadura

20 g peptona

Esterilizar por autoclave 20 minutos en ciclo liquido

Enfriar a ~60° C y afiadir las siguientes soluciones estériles:
100 ml de Amortiguador de fosfato de potasio 1M a pH 6.0
100 ml YNB 10x

2 ml Biotina 500x

100 ml Glicerol 10x

Gel de Agarosa 1%

Mezclar:

0.5 g de Agarosa

50 ml de Amortiguador TAE 1x

Calentar hasta derretir la agarosa y dejar enfriar hasta ~60° C y afadir 2 ul de
solucién de Bromuro de Etidio, verter en el molde y esperar a que solidifique.

Amortiguador TAE 100x

484 g de Tris-base

114.2 ml acido acético

200 ml de 0.5 M EDTA pH 8.0
Llevar a 1 litro con agua destilada
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Bromuro de Etidio (solucién) Smg/ml
Disolver 0.1 g en 20 ml agua destilada
Almacenar en la oscuridad

Solucién de carga 10x

Para 10 mi:

5 ml de Glicerol (50%)

1 ml de Amortiguador 10x (de cualquier enzima de restriccion)
4 ml de Agua destilada

1 mg de Azul de Bromofenol (0.01%)

-Para la Electroforesis con gel de agarosa: colocar el molde con el gel en la
camara de electroforesis y anadir una adecuada cantidad de amortiguador TAE
que cubra el gel. Poner a cada muestra de ADN solucién de carga a 1x. Aplicar
80 V por ~1 hora. Visualizar con luz ultravioleta.

Gel de Poliacrilamida SDS al 10% (SDS-PAGE).
-Minigel para camara BioRad para un volumen maximo de 30 pl por muestra.
-Se prepara el persulfato de amonio fresco 0.02 g en 125 pl.

Running gel 10%

Agua bidestilada 0.625 ml
RGB amortiguador 1.875 ml
A/MBA (poliacrilamida) 1.25 mi
1:10 TEMED 12.5 pl
Persulfato de Amonio 37.5 ul

-Mezclar, colocar en la camara dejando un espacio libre para el corrimiento en
stacking gel de aproximadamente de 1 cm, e inmediatamente después poner
100 pl de isopropanol para nivelar el gel y dejar polimerizando.

Stacking gel 5%

Agua bidestilada 0.625 mi

SGB amortiguador 0.9375 mi
A/MBA (poliacrilamida) 0.3125 mi
1:10 TEMED 6.25 pl

Persulfato de Amonio 18.75 pl

-Mezclar y colocar inmediatamente el peine que moldea los carriles.

-Muestras se mezclan 1:1 con sample buffer.

-Amortiguador de electroforesis 1x con un voltaje de 120 V.

-Tefiir con solucion de tefido por una noche. Desteiiir con solucion de destefiido.




Sample buffer
SGB 2.5 ml, Agua destilada 4.0 ml, Glicerol 1ml, SDS 10% 2 ml, 2-
Mercaptoetanol 0.5 ml, Azul de bromofenol 0.001%

Amortiguador de electroforesis 10x
Trizma base 0.25 M, pH 8.3 con HCI 6 M, Glicina 1.92 M, SDS 1%

RGB (Running gel buffer)
Trizma base 0.75 M, pH 8.8 con HCI 6 M, SDS 0.2%

SGB (Stacking gel buffer)
Trizma base 0.25 M, pH 6.8 con HCI 6 M, SDS 0.2%

TEMED
TEMED 1:10 en agua destilada

A/MBA
30% Acrilamida, 0.86% Metilenbisacrilamida, en agua bidestilada.

Solucién para geles después del corrido
Azul coomassie 0.2%, Metanol o isopropanol 40%, Agua 50%, Acido acético
10%.

Solucién de desteiiido
Metanol o isopropanol 40%, Agua 50%, Acido acético 10%.

LB (con o sin Agar)

Para 1 litro disolver lo siguiente en 950 ml de agua destilada:
10 g de triptona

5 g extracto de levadura

10 g NaCl

para LB Agar: 15 g de agar

Ajustar el pH a 7.0 y ajustar a 1 litro

Esterilizar por autoclave 20 minutos en ciclo liquido

Enfriar a ~55° C y afadir los antibiéticos deseados

LB bajo en sal

Para 1 litro disolver lo siguiente en 950 ml de agua destilada:
10 g de triptona

5 g extracto de levadura

5 g NaCl

Ajustar el pH a 7.5 y ajustar a 1 litro

Esterilizar por autoclave 20 minutos en ciclo liquido

Enfriar a ~565° C y afiadir los antibiéticos deseados
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LB bajo en sal Agar

Para 1 litro disolver lo siguiente en 950 de agua destilada:
10g de triptona

5g extracto de levadura

5g NaCl

15g de agar

Ajustar el pH a 7.5 y ajustar a 1 litro

Esterilizar por autoclave 20 minutos en ciclo liquido
Enfriar a ~55° C y afadir los antibiéticos deseados

MGY (Medio Minimo con Glicerol)

Para 1 litro:

Esterilizar 800 ml de agua destilada por autoclave 20 minutos en ciclo liquido
Enfriar a ~60° C y afadir las siguientes soluciones estériles:

100 ml de YNB 10x

2 ml Biotina 500x

100 ml de Glicerol 10x

MM (Medio Minimo con Metanol)

Para 1 litro:

Esterilizar por autoclave 800 ml por 20 minutos en ciclo liquido
Enfriar a ~60° C y anadir las siguientes soluciones estériles:
100 mi de YNB 10x

2 ml Biotina 500x

100 ml de Metanol 10x

PBS 1x (amortiguador de fosfatos salino)

137 mM NaCl

2.7 mM KCI

12 mM NazHPO4

1.2 mM KH2PO4

pH 7.4 HCI

Llevar a un litro con agua destilada y esterilizar por autoclave 20 minutos a ciclo
liquido.




PD2

Para 1 litro disolver lo siguiente en 900 ml de agua destilada:

4 g triptona

2 g soytona

1 g citrato trisédico

1 g succinato disédico

1 g MgS04-7H,0

1.5 g KbHPO4

1 g KH2P04

10 ml Hemina al 0.1% en NaOH 0.05 N
Ajustar el pH entre 6.8 y 7.1 con NaOH
Para medio s6lido anadir 8 g Gelrite
Esterilizar por autoclave 20 minutos en ciclo liquido.

SB (Super broth)

Para 1 litro disolver lo siguiente en 900 ml de agua destilada:

30 g triptona

20 g extracto de levadura

10 g de MOPS (3 N-Morfolino) acido propanosulfénico.
Ajustar pH 7.0 con NaOH

Esterilizar por autoclave 20 minutos en ciclo liquido.

SOC

Para 1 litro disolver lo siguiente en 950 ml de agua destilada:

20 g triptona

5 g extracto de levadura

0.5 g NaCl

186 mg KCI

Ajustar pH 7.0 con NaOH

Esterilizar por autoclave por 20 minutos en ciclo liquido
Anadir 10 ml de MgCl> 1 M y 1 ml de Glucosa 1 M.

TBS-BSA 1%

50 mM de Tris-base pH 7.5

150 mM de NaCl

Por cada 100 ml agregar 1 g de Albumina (BSA)
Esterilizar por filtracion (0.22um). Almacenar a 4° C.
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YPD (+ Zeocina) Por cada 1 litro:

Disolver lo siguiente en 900 ml de agua destilada:

10 g Extracto de levadura

20 g Peptona

Para medio so6lido agregar 20 g de agar

Esterilizar por autoclave 20 minutos en ciclo liquido

Esperar a que la solucion se enfrie después de la autoclave (~60° C) y agregar:
100 ml de Dextrosa 10x estéril.

Para YPD zeocina agregar 1 ml de 100 mg/ml de zeocina.

YPDS + Zeocina Por cada 1 litro:

Disolver lo siguiente en 900ml de agua destilada:

10 g Extracto de levadura

182.2 g Sorbitol

20 g Peptona

20 g de agar

Esterilizar por autoclave 20 minutos en ciclo liquido

Esperar a que la solucion se enfrie después de la autoclave (~60° C) y agregar:
100 ml de Dextrosa 10x estéril.

Agregar 1 ml de 100 mg/ml de zeocina.



Apéndice B

Tabla VII. Produccion de bacteri6fagos scFv y scFv-cP1 en 200 mi de cultivo.

Producciéon de Bacteriofagos SCFV y SCFV-
CP1 en 200 ml de cultivo.

Proteinas Cultivo | Concentracion de
expresadas en particulas
fagos virales por pl.

2556 x 10"
213 x10"
2414 x 10"
7.778 x 10"
1.838 x 10"
1.06 x 10"
1.271 x 10"
6.364 x 10™°
8.674 x 10™
1.084 x 10"
2.168 x 10"
1.012x 10"

Fagos scFv-
cP1

Fagos scFv

OO0 m>» — IO Moow>»

Tabla VII. Produccién en pg de Proteinas Solubles SCFV y SCFV-CP1 expresadas en P.
pastoris en cultivos de 100 ml con medio complejo

Produccion en pg de Proteinas Solubles SCFV y
SCFV-CP1 expresadas en P. pastoris en cultivos de
100 ml con medio complejo.

Microgramos totales
Proteina Cultivo | Horas | por100ml de cultivo
de
cultivo
A 60 1.2 ug
ety B 60 3.7 ug
C 120 10.76 pg
A 60 3.0 ug
scFv-cP1 B 80 7.0 g
C 120 12.0 pg
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Apéndice C

PCDNA3.1/
NT-GFP

Fig. 40. Vector pcDNA3.1/NT-GFP. Contiene un promotor CMV, sitio promotor y de cebador T7,
un ORF GFP, sitio maltiple de clonacién, sitio cebador reverso BGH, origen de replicacion 1,
promotor y origen SV40 y sefal de poliadenilacion SV40, gen de resistencia a neomicina y a
ampicilina, origen pUC para replicacion del plasmido. Invitrogen®.




Apéndice D

Preparacion de células competentes con CaCl..

1.

Preparar medio de cultivo LB sélido tetraciclina 50 pl/ml y esterilizarlo por
autoclave. Preparar placas, y sembrarlas con la cepa de bacterias
XL1Blue, cultivar toda la noche a 37° C.

Escoger colonias, ponerlas a cultivar en tubos con medio LB tetraciclina
50 ul/ml con agitacion y a 37° C toda la noche.

Diluir los cultivos a una concentraciéon no mayor a 40 unidades Klett y
poner aproximadamente 25 ml en frascos Erlenmeyer de 250 mli,
incubarlos con agitacion (200-240 rpm) a 37° C hasta que lleguen a 60-80
unidades Klett (fase logaritmica) (0.375 D.O. a 590 nm).

Centrifugar (Sorvall RC 5B PLUS) a 4500 x g por 5 min en tubos estériles,
desechar sobrenadante, resuspender el paquete (bacterias) en un medio
de volumen (12.5 ml) de 0.1 M de CaCl; en frio (bafio de hielo) por 20 min
o toda la noche a 4° C. Centrifugar de nuevo y resuspender en 1.25 ml de
CaCl,. Hacer alicuotas de 50 pl con 20% glicerol en tubos estériles y

guardar a -80° C hasta su uso.
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Preparacion de células electrocompetentes

1.

Sembrar bacterias de cepa XL1Blue en placas de LB agar y dejar
creciendo toda la noche a 37° C. Tomar una colonia e inocular 15 ml de
SB tetraciclina (5 mg/ml). Incubar toda la noche a 250 rpm a 37° C.

En dos frascos conteniendo 500 ml de SB con 10 ml de glucosa 20% y 5
ml de MgCl, 1 M, inocular con 2.5 ml del cultivo liquido del paso 1.
Incubar a 37° C a 250 rpm hasta que alcance una Densidad Optica de 0.7
a 600 nm (aprox. en 2 % horas). Una vez alcanzada la D.O. enfriar en
hielo por 15 min.

Pasar el contenido de los 2 frascos en 20 tubos de 50 ml (previamente
enfriados). Centrifugar a 3000 x g por 20 min a 4° C. Descartar el
sobrenadante.

Resuspender el paquete celular en 25 ml de glicerol frio al 10% (v/v).
Agregar glicerol frio al 10 % hasta los 50 ml. Centrifugar a 3000 x g por 20
min a 4° C.

Descartar el sobrenadante y resuspender el paquete en 50 ml de glicerol
frio al 10%. Centrifugar a 3000 x g por 20 min a 4° C.

Descartar el sobrenadante y resuspender el paquete en 25 ml de glicerol
frio al 10% (v/v). Centrifugar a 2500 x g por 15 min a 4° C.

Preparar 20 viales de 1 ml en un bafio de hielo seco/etanol. Descartar el
sobrenadante hasta que el paquete comience a deslizarse hacia fuera.
Con una pipeta fria de 5 ml resuspenda cada paquete con el volumen

restante del sobrenadante (1 a 2 ml).
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9. Con una punta de 1 ml cortada prepare alicuotas de 300 pl en cada uno

de los tubos que se encuentran en el bafio en hielo seco. Tapar los tubos

y almacenar a -80° C.




