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RESUMEN:

Resumen de la Tesis de Paulo César Alvarez Delgado presentada como
requisito parcial para la obtencion de la Licenciatura en Biologia.
Ensenada, Baja California, México. 31 de Julio de 2008.

Proteinas Reconocidas por un Fragmento Variable de Cadena Sencilla (scFv)
de Gallina Dirigido en Contra de Xylella fastidiosa

Resumen aprobado:
PRESIDENTE DEL JURADO
DR. JOSE Luls STEPHANO HORNEDO

El objetivo de este trabajo fue determinar el antigeno al cual se le une un
fragmento variable de cadena sencilla (scFv) de 33 kDa construido a partir de
genes de Ig de una gallina inmunizada con células de PD Xylella fastidiosa STL.
Se utilizaron dos estrategias para la deteccion del antigeno; una fue recuperar
el antigeno por afinidad para epitopes conformacionales, y la otra estrategia fue
para detectar antigenos con epitopes lineales por inmunotransferencia. La
estrategia de afinidad se dividio en purificacion del antigeno con anticuerpo libre
y anticuerpo acoplado. Para la purificacion del antigeno con anticuerpo
acoplado se construyé una columna en la cual se unié covalentemente el grupo
amino primario del scFv a un éster activado unido a una matriz de agarosa. La
purificaciéon por afinidad con anticuerpo libre consistié en la adicion de scFv a
una soluciébn de X. fastidiosa STL obtenida por disrupcion celular con
ultrasonido y en la recuperacion del inmunocomplejo formado por el scFv y su
antigeno. Para las inmunotransferencias se prepararon soluciones de X
fastidiosa y se transfirieron a nitrocelulosa. Se utilizé el scFv como anticuerpo
primario y anti 6 histidinas como anticuerpo secundario. Sorprendentemente,
en todos los experimentos el anticuerpo monoclonal se unié a varias proteinas,
por lo que se supone que: a) el epitopo consiste en una regién conservada en
estas proteinas; b) el hecho de que no se obtuvieron resultados iguales en
réplicas de experimentos (pero siempre hubo antigenos recuperados), sugiere
un problema metodolégico; 6 c¢) que sean proteinas oligoméricas
desnaturalizadas. Las proteinas obtenidas con mayor frecuencia fueron de
aproximadamente 139, 100, 65, 40, 38 (s6lo en inmunoblots) y 19 kDa.



ABSTRACT

The objective of this investigation was to determine the antigen recognized by a
33 kDa single chain fragment variable constructed from Ig genes from a chicken
immunized with PD Xylella fastidiosa STL. Two main strategies where used: an
affinity purification strategy for conformational epitopes, and Inmunoblots for
linear epitopes. The affinity strategy was subdivided into free and bonded scFv.
For the bonded scFv purification a column was constructed in which the primary
amino group of the scFv was covalently linked to an active ester united to
agarose. The free scFv affinity experiment was the addition of free scFv to a X.
fastidiosa solution obtained by cell disruption by sonication, and the recovery of
the immunocomplex by affinity competition with Imidazol. For the immunoblots,
X. fastidiosa solution was transferred to nitrocellulose, and then marked with
scFv as primary antibody and anti-6his as secondary antibody. In all the
experiments the scFv recognized various antigens. This could be the resulit of:
a) a conservated epitope recurring in all the antigens; b) a methodological error
or c) oligomeric denatured proteins. The proteins that showed more frequency
where 139.6, 100, 65.1, 40.1, 38 (only found in immunoblots) and 19 kDa.
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INTRODUCCION

Xylella fastidiosa (Wells et al. 1987) es una bacteria gram-negati\ia del
grupo y de las proteobacterias que coloniza al xilema de plantas angiospermas
monocotiledéneas y dicotiledéneas. Aunque puede multiplicarse en la mayoria
de las plantas inoculadas, produce enfermedades de importancia econémica en
algunas de ellas; tales como la Clorosis Jaspeada en citricos (CVC de “citrus
variegated chlorosis”), la quemadura de hoja en el café y la Enfermedad de
Pierce (EP) en la uva. X. fastidiosa es un fitopatégeno limitado al xilema (Purcell
et al. 1996) y cuando ataca a la vid (Vitis vinifera) se desarrolla en la planta la
EP de la cual eventualmente mueren (Van Sluys et al. 2003). En la mayoria de
los casos cada enfermedad es producida por una cepa especifica para un
huésped; se conocen mas de 46 cepas (Hendson et al. 2001). Los genomas de
la cepa CVC X. fastidiosa 9a5c¢ y PD X. fastidiosa Temecula, que son cepas que
han causado fuertes epidemias, comparten un 98% de sus genes (Simpson et.
al. 2000), los cuales presentan un 95% de homologia en la secuencia de

aminoacidos dentro de sus marcos de lectura (Van Suys et al. 2003).

Las diferencias gendmicas entre PD X. fastidiosa Temecula y CVC X
fastidiosa 9a5c¢ se limitan a reordenamientos cromosomales asociados a

secuencias introducidas por bacteriéfagos. La cepa CVC X fastidiosa 9a5c



tiene secuencias tipicas del grupo A de los bacteriéfagos (Bhattacharyya et al.
2002). El genoma de PD X. fastidiosa Temecula se compone de un cromosoma
circular de 2,519,802 pb y de un plasmido pXFPD1.3 (1,345 pb). Oftras
desigualdades notables entre estas dos cepas son la ausencia del plasmido
pXF51 en la cepa PD X fastidiosa Temecula y una diferencia de 159,503 pb
(Van Sluys et al. 2003). Ambas cepas tienen genes con marcos de lectura fuera
de posicién o con codones de alto dentro de un gen. Por ejemplo, el gen del
precursor de la poligalacturonasa (enzima responsable de la biosintesis de
enzimas citoliticas) esta interrumpido por un codén de alto en la cepa CVC X
fastidiosa 9a5c, mientras que en PD X fastidiosa Temecula esta intacto (Van
Sluys et al. 2003); lo que podria explicar la naturaleza mas agresiva de esta
ultima cepa. Adicionalmente, cepas de X. fastidiosa aisladas de uvas enfermas
e inoculadas en almendros sanos produjeron quemadura de hoja del almendro
o ALSD, mientras que la cepa ALSD X fastidiosa obtenida de almendros

enfermos no ocasiond EP en la uva (Almeida et al. 2003).

X. fastidiosa sélo prolifera en superficies muertas (Chen et al. 2002), ya
sea en los conductos de células muertas del xilema del huésped o sobre la
cuticula de quitina del vector en el que se transporte. Esta bacteria es
transmitida por varios insectos del orden Homoptera (Homéptera, Cicadellidae,
subfamilia cicadellinae) y Cercépidae (Hill et al. 1995), transportandose en el

intestino anterior, especialmente en el precibarium (canal alimenticio) y en el



cibarium (cdmara de bombeo), en donde se adhiere por medio de proteinas y
exopolisacéaridos secretados en los polos de las células de X. fastidiosa. Estos
insectos voladores, conocidos comunmente como chicharritas, se alimentan
succionando la savia de plantas creando un intercambio de liquidos entre el
aparato succionador del insecto, el estilete y el xilema de la planta, permitiendo
que la bacteria entre en el flujo del liquido xilemal. Dentro del insecto las células
bacterianas se adhieren al intestino anterior adoptando una disposicién polar
(Newman et al. 2004), por medio de polimeros proteicos llamados pili y por
secreciones de exopolisacaridos del tipo de la goma de xantano producido por
bacterias del género Xanthomonas (Doorn et al. 1999). Con esta forma de
agregacion polar exponen una mayor area a la fuerza de las corrientes creadas
por el flujo de la savia ingerida por el vector, promoviendo de esta manera que
las células de X. fastidiosa se desprendan de la cuticula del vector y se

disuelvan en la savia.

La eficiencia de transmision de X. fastidiosa por un vector varia en
relacion a la combinacién entre vector, huésped, y cepa de X. fastidiosa. Para
una transmisién eficiente de vector a huésped se necesitan menos de 200
células de X. fastidiosa viables por insecto (Redak et al. 2004). La infeccion de
las plantas puede darse una vez que haya transcurrido el periodo de latencia,
que es el tiempo entre la adquisicion de la bacteria por un vector y la

transmisién a una planta; el cual puede ser un lapso relativamente corto. La



chicharrita de alas cristalinas Graphocephala atropunctata, que es un vector
asociado con la EP y con la ALSD, tiene un periodo de latencia de 2 horas.
Una vez infectados estos vectores pueden seguir transmitiendo a la bacteria por
varios meses (Redak et al. 2004), hasta la siguiente ecdisis, ya que pierden a
las bacterias unidas a las células de la cuticula vieja (Newman et al. 2004). El
hecho de que raramente se observen otras bacterias dentro del intestino
anterior de estos vectores sugiere que X. fastidiosa tiene adaptaciones

especiales para adherirse y sobrevivir en estos tejidos.

Es probable que las cepas de X. fastidiosa PD y CVC hayan surgido
recientemente ya que se ha cultivado vid en el sur de California desde 1770; y
la primer epidemia fue hasta 1880, y en Asia no se ha reportado CVC a pesar
de los miles de afios que tienen de citricultura (Chen et al. 2002). Generalmente
la eficiencia de adquisiciébn de la bacteria por el vector esta directamente
relacionada con la concentracion de células de X. fastidiosa dentro de una
planta, con un limite inferior de 10* células bacterianas por gramo de tejido
vegetal. Poblaciones de X. fastidiosa en una planta con numeros de individuos
menores que este limite pueden no transmitirse a otras plantas. Para que un
vector se infecte de X fastidiosa al alimentarse de la uva, la concentracion de la
células bacterianas debe de ser mayor que 1057 por gramo de tejido vegetal
(Redak et al. 2004). La habilidad de X. fastidiosa para poder colonizar el xilema

de alguna planta en especial y llegar a dichos niveles poblacionales esta



directamente relacionada con su expresion genética, en especial la que controla
la composicién de la membrana externa; por lo que es necesario el estudio de la
composiciéon de la superficie externa de la bacteria, particularmente el de

carbohidratos y proteinas de membrana involucradas en la invasion de plantas.

Dentro de la planta X. fastidiosa se adhiere al xilema por medio de una
pelicula bacteriana (biofilm) secretada e interfiere con el flujo de la savia
causando un estrés hidrico a la planta (Meng et al. 2005). La savia es baja en
moléculas nutritivas. Consiste principalmente de agua, aminoacidos, acidos
organicos y azucares; y contiene las concentraciones mas diluidas de carbono y
nitrégeno dietético que cualquier otro tejido en la planta (Redak et al. 2004). El
biofilm de X. fastidiosa contiene un exopolisacarido llamado fastidian que
secuestra cationes de la savia diluyéndola aun mas (Osiro et al. 2004). Los
vectores que transportan a X. fastidiosa se nutren exclusivamente de savia
(Redak et al. 2004) y deben alimentarse constantemente volando de planta en
planta para conseguir su requerimiento energético (Raven et al. 2002); por lo
que se eleva la probabilidad de que se den epidemias causadas por esta

bacteria.

La EP es una de las amenazas mas fuertes a la vitivinicultura en el
estado de Baja California, en donde actualmente hay mas de 17,000 has. de vid
y se produce un 90 % del vino elaborado en México al afio. En 1995 la EP fue

identificada en el Valle de Guadalupe por el INIFAP. En Ensenada ha destruido



mas de 150 has., encontrandose hasta con un 20% de incidencia en plantas del
Valle de Guadalupe (Guevara 2003); en donde pone en riesgo 3000 has. de vid
con un valor potencial aproximado de 125 millones de pesos. X, fastidiosa ha
sido identificada como la bacteria responsable de muchas pérdidas de cultivos
de vid en el estado de California, y en Brasil ha provocado epidemias
devastadoras en citricos, encontrandose hasta en un 90% de los huertos de

Séo Paulo (Lambais et al 2000).

En esta investigacion se utilizé la cepa PD X. fastidiosa STL aislada del
Valle de Napa, donde también se han sufrido fuertes pérdidas de cultivos a
causa de esta bacteria. Es importante el estudio de PD X, fastidiosa STL por
que es una de las cepas mas agresivas (Van Sluys et al. 2003). Por medio de
técnicas de Biologia Molecular se han desarrollado anticuerpos recombinantes
dirigidos en contra de X. fastidiosa que pueden ser utilizados para varios fines,
como para la deteccion o control de la Enfermedad de Pierce (Stephano y col.,
datos no publicados). En esta investigacion se proponen los pesos moleculares
relativos de antigenos proteinicos que fueron reconocidos, de soluciones de
proteinas totales solubles de X. fastidiosa, por un scFv de gallina dirigido en

contra de PD X fastidiosa STL.



ANTECEDENTES

Al igual que Pseudomonas syzygii y Clavibacter xyli, X. fastidiosa es un
fitopatégeno limitado al xilema (Purcel et al. 1996). Dentro de los vectores en
que se transporta, forma una monocapa polar de células por medio de
interacciones electroestaticas entre proteinas de superficie (positivas)
localizadas en los polos de los bacilos y la pared celular quitinizada (negativa)
de las células del intestino anterior del vector (Lambais et al. 2000). Aunque
también hay datos que indican que forma densos agregados celulares en la
entrada del eséfago (Hill et al. 1995). Dentro de sus huéspedes, X. fastidiosa se
transporta por el xilema para colonizar regiones basales de la planta, donde

obstruye el flujo de la savia al formar densos agregados de biofilm.

En el ciclo de vida de X. fastidiosa se pueden diferenciar tres tipos de
interacciones celulares involucrados en la infeccion. Estas son las interacciones
célula-célula, célula-vector y célula-huésped. En todas estas interacciones se
emplea una bateria de proteinas involucradas en eventos como quimiotaxis,
movilidad, secrecién o adhesion; algunas de ellas se sintetizan exclusivamente
en un lugar o momento en especial y pueden ser imprescindibles para la
bacteria (Newman et al. 2004). Como es de imaginarse, muchas de estas

proteinas utilizadas en la interaccion con el medio exterior estan expuestas, por



lo que en el caso de presentar células de X. fastidiosa a un sistema inmune,
estas moléculas probablemente funcionarian como inmunégenos (Simon et al.

1996).

Por medio de técnicas de biologia molecular se han construido
anticuerpos recombinantes dirigidos en contra de X. fastidiosa. En este trabajo
se utilizé un fragmento variable de cadena sencilla (proporcionado por el
laboratorio de biologia celular y molecular A-9 de la Facultad de Ciencias)
construido a partir de secuencias de inmunoglobulinas que resulté en un scFv
(Single Chain Fragment Variable) de 33 kDa que contiene la secuencia de
identificacion universal Myc y una secuencia de polihistidinas (6 His) introducida
para su purificacion y localizacion. Este anticuerpo recombinante fue construido
a partir de genes de anticuerpos obtenidos al inmunizar una gallina con ceélulas
fijadas de PD X. fastidiosa STL, y seleccionados para especificidad con la
técnica de Despliegue de Anticuerpos en Bacteriéfagos (Phage Display)
realizada en el laboratorio de biologia celular y molecular A-9 de la Facultad de
Ciencias por alumnos bajo la direccion del Dr. J. L. Stephano. La determinacion
del antigeno de X fastidiosa reconocido por este scFv puede ayudarnos a
entender mas sobre la biologia de membrana de la bacteria y en especial sobre

su patogenicidad.



El uso de medios activados para acoplar proteinas ha sido utilizado para
el estudio de antigenos. Caldwell y Kuo (Caldwell et al. 1977) utilizaron un
medio activado (Affi-Gel®10) para unir un anticuerpo y purificar un antigeno de
Chlamydia trachomatis. Asi mismo se puede acoplar el scFv dirigido en contra
de X fastidiosa al Affi-Gel®10 para elaborar una columna de afinidad en donde
se puedan circular soluciones de proteinas de X. fastidiosa para purificar al
antigeno. El enlace formado entre el anticuerpo y el gel Affi-Gel®10 se da por un
ataque nucleofilico al éster unido a agarosa por grupos amino primario (del

anticuerpo), dando origen a un enlace amidico estable.

La hipétesis de la cual partié esta investigacion es que el scFv reconoce
a su antigeno, formando un inmunocomplejo, por medio de atracciones
electrostaticas. La unién entre anticuerpo y antigeno se da por distintas
interacciones no covalentes en donde moléculas individuales de agua, CDR y
epitopo interactian de una manera muy particular (Davies et al. 1996). EI CDR
del anticuerpo se encuentra distribuido en 6 regiones no contiguas de las
cadenas pesada y ligera, por lo que si el anticuerpo presenta una conformacion
natural podra reconocer a su antigeno. Por otra parte, el scFv dirigido en contra
de PD X. fastidiosa STL utilizado en esta investigaciéon contiene, en su cadena
pesada, una secuencia de polihistidinas (6 histidinas continuas) que tienen

afinidad por el niquel. Con esta secuencia de polihistidinas se puede purificar el



inmunocomplejo (scFv::antigeno de Xf) atraido por niquel unido a una matriz de
agarosa (Ni-NTA™), lo cual permite analizar al antigeno, que es el objetivo de
esta investigacion. Existen varias técnicas de disrupcién celular que permiten
obtener proteinas totales solubles (Harlow et al. 1999), de donde se puede

purificar el antigeno de X. fastidiosa.

Algunos vectores presentan periodos de latencia muy cortos o nulos, lo
que podria significar que la bacteria no necesita reproducirse dentro del vector
para que se dé la transmision (Redak et al. 2004). La chicharrita
Draeculacephala minerva, el vector que transmite tanto a la cepa PD como a la
STL de X fastidiosa, transmite menos eficientemente a uva que Graphocephala
acropunctata, mientras que al alimentarse de alfalfa ocurre lo contrario (Redak
et al. 2004). Esto sugiere que cada cepa tiene adaptaciones especiales para
colonizar un huésped en especifico, aunque el vector que la transporte es un

factor importante en la eficiencia de transmisién.

Una vez dentro de la planta X. fastidiosa interactia por medio de
proteinas de membrana con las células muertas del xilema antes de adherirse y
multiplicarse. Utilizando sistemas de control transcripcional como el de los
homélogos pilS y pilR, y sistemas de quimiotaxis como el de los genes pilG,H,1,J

y chpA (Simpson et al. 2000), X. fastidiosa produce las moléculas necesarias
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para la infeccion cuando el medio exterior es el apropiado. Los genes pilS y pilR
contienen la informacién genética necesaria para sintetizar proteinas que
forman un sistema de censo y control de transduccion de genes de subunidades

de pili tipo IV (Simpson et al. 2000).

Los pili son organelos formados por polimeros filamentosos conformados
de varios tipos de subunidades de una pequefia proteina llamada pilina, de
aproximadamente 19 kDa En E. coli se conocen 9 subunidades de pilina de
secuencia similar. Esta proteina esta presente en muchas bacterias gram-
negativas (Pugsley, 1993) y ha exhibido propiedades antigénicas al utilizarse
como inmundégeno para desarrollar anticuerpos monoclonales de alta
especificidad (Doorn et al. 1999). Ahora se sabe que los pili ayudan en la
formacion del biofilm que X. fastidiosa utiliza para adherirse, y recientemente se
ha publicado que los pili les confieren movilidad por vibraciones a las células de
X. fastidiosa dentro del xilema (Meng et al. 2005); en donde se desplaza con
una velocidad aproximada de 5 um por min., en contra del flujo de la savia, o
sea, con una direccion basipétala. Todos estos tipos de proteinas de
membrana, ademas de ser posibles antigenos, podrian ser utilizados para

interferir con el ciclo de vida de este fitopatdégeno.
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METODOLOGIA

1. Preparacion de medio de cultivo PD2 para Xylella fastidiosa.

Para los cultivos liquidos y sélidos de X. fastidiosa se utilizd medio PD2 (Davis
et al. 1980"): Para 1 L de agua se agregaron 4 g tryptona, 2 g soytona, 1 g
citrato de sodio, 1 g de succinato de sodio, 0.01 g de cloruro de hemina (se
preparara una solucién madre de 0.1% de cloruro de hemina en 0.05 N de
hidroxido de sodio), 1 g sulfato de magnesio heptahidratado, 1.5 g fosfato de
potasio dibasico, 1 g fosfato de potasio monobasico; para medio sélido se

agregaron 15 g de Gelrite™ de Invitrogen™ . Se esterilizé en autoclave por 15

minutos.

2. Cultivo de X. fastidiosa en cajas petri.

Se inocularon 50 puL de X fastidiosa STL en placas de PD2/Gelrite™ y se
dejaron crecer por 4 a 7 dias a 28°C. X fastidiosa generalmente presenta un
crecimiento lento ya que tiene una fase de latencia mayor de 4 dias
(Campanharo et al. 2002), las placas que presentaron crecimiento en 2 dias o

menos se descartaron.

3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de PD X. fastidiosa STL.
Se realizaron 2 tipos de PCR: uno con los cebadores RST31 (5-

GTGTAAGTTTGAACACCGTCGTGG-3') y RST33 (5-CACCATTCGTATCC -
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GGTG-3') especificos para X. fastidiosa (Minsavage et al. 1994), para verificar
su presencia; y otro PCR en el cual se amplificé una secuencia conservada de
ADNr 16S y se le realizé6 un analisis de restriccion con EcoRl y Kpnl, para
comparar entre las cepas Baja, Temecula y STL de X fastidiosa y Escherichia
coli.

PCR con RST31 Y RST33 (protocolo basado en la descripciéon por
Minsavage 1994). La amplificacion de PCR se realiz6 en un termociclador de
ADN (modelo Perkin-Elmer Thermocycler) con Tag ADN polimerasa (Qiagen
PCR core Kit). Se prepararon reacciones individuales (50 ulL) que contenian
amortiguador de amplificacion 1X (Qiagen PCR core Kit), 100 uM de cada
nucleétido (dNTP), 50 uM de cada oligonucledétido, 1.25 U Tag ADN polimerasa
y una colonia de X. fastidiosa resuspendida en 1 uL de agua libre de
endonucleasas. El amortiguador de amplificacion contenia el cloruro de
magnesio. Los cebadores (primers), nucledtidos (dNTP), el amortiguador de
amplificacion y Tag ADN polimerasa se diluyeron en agua libre de
endonucleasas, en hielo, dentro de tubos para PCR y se cubrieron con
aproximadamente 50 uL de aceite mineral. Para la amplificacion de la reaccién
en cadena de la polimerasa con los cebadores RST31/RST33, primero se
desnaturalizé el ADN a 94°C en el termociclador por 3 min., seguido por 40
ciclos de PCR de desnaturalizacion a 95°C por 30 seg., alineamiento de
cebadores a 55°C por 30 seg., y extension a 72°C por 1 min., y finalmente,

enfriamiento a 4°C por tiempo indefinido. Las reacciones de PCR se mezclaron
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10:1 con amortiguador de carga (sample buffer) y se cargaron en geles de
agarosa NuSieve™ al 2% (50 mL TAE, 1 g de agarosa y 5uL de bromuro de
etidio) con 5uL de marcador de peso molecular Mass Ruler™ DNA
(Fermentas™ ). Los geles se corrieron en una camara para electroforesis a 80 V
por 1hr. Se fotografiaron en una camara de rayos ultravioleta con pelicula
(Polaroid™). Ver resultados en pagina 20.

PCR y andlisis de restriccion de secuencia 16S amplificada con cebadores
“universales” 27F (5‘-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 139R (5'-
GACGGGCGGTGTGTAC-3’). La extraccion de ADN se realizé con “MoBio
Ultraclean™ Microbial DNA Isolation Kit”, a excepcion del ADN de la cepa STL
el cual fue obtenido agregando una colonia aislada a la reaccion de PCR. Para
la amplificaciéon de PCR se utilizo el kit de Qiagen™ HotStart®. En un tubo de
microcentrifuga se mezclé una soluciéon con 25 uL de HotStart® master mix
(contiene la Tag ADN polimerasa y magnesio divalente), 0.5 uL de cada
cebador (27F y 139R, quedaron a una concentracion final de 0.2 uM cada uno)
y 23 uL de agua libre de endonucleasas. Se agregé una colonia de bacteria, se
centrifugé para bajar la muestra y se colocé en un Termociclador de ADN
(Perkin-Elmer Thermocycler) con el siguiente programa: 95°C por 15 min 95°C
por 30 seg, 55°C por 45 seg y 72°C por 105 seg, por 25 ciclos, 72°C por 10 min
y 4°C por tiempo indefinido. Se tomé una muestra de 6 uL y se analizé en un

gel al 2% de agarosa NuSieve™ con Bromuro de etidio (50 mL TAE, 1 g de
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agarosa y 5uL de bromuro de etidio) a 100 V por aproximadamente 1 hr, para
verificar que el control negativo no presentara ninguna banda en la camara de
uv.

Anélisis de restriccion de los genes amplificados. Se realiz6 la digestion del
producto de PCR con las enzimas de restriccion EcoR/l y Kpnl. Se prepararon
reacciones de digestion de la siguiente manera: 8 pL de producto de PCR, 2 uL
de amortiguador para digestién (TAE), 0.2 uL de BSA, 1 uL de EcoRl, 1uL de
Kpnl, 8 uL de agua; y se incubaron a 37°C por 1 hr. Las muestras de digestién
se analizaron en un gel de agarosa NuSieve™ al 1% con bromuro de etidio (50
mL TAE, 0.5 g de agarosa y 5ulL de bromuro de etidio) con 5uL. de marcador de
peso molecular Mass Ruler™ DNA (Fermentas™) a 80 V por aproximadamente
1 hr. y se fotografié6 en una camara de rayos UV con pelicula (Polaroid™). Ver

resultados en pagina 21.

4. Cultivo de X. fastidiosa en medio liquido PD2.

Las cajas PD2/Gelrite® con X. fastidiosa cepa PD STL (comprobadas por PCR,
y por observacion de patrén de crecimiento y morfologia de colonia) se
utilizaron para realizar un preinoculo tomando una colonia de la caja con asa o
palillos estériles y se transfirieron, en esterilidad, a medio PD2 liquido a 28°C y

se mantuvo con agitacion esporadica (cada 72 horas) manual.
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5. Disrupcién celular con ultrasonido (sonicacion).

Los cultivos de X. fastidiosa en PD2 se utilizaron para obtener el antigeno por
medio de acciéon mecanica con ultrasonido. La recoleccién de células se realizé
con centrifugacion a 4°C en una ultracentrifuga sorval RC 5B PLUS a 5500 rpm.
El paquete celular fue resuspendido en 1 mL de PBS 1X ( el PBS 10X es
137mM de cloruro de sodio, 2.7 mM de cloruro de potasio, 4.3 mM de fosfato de
sodio dibasico heptahidratado y 1.4 mM de fosfato de potasio monobasico) pH
7.4 a 4°C y se volvié a centrifugar bajo las mismas condiciones. Se resuspendio
el paquete celular (diluyéndolo ~ 1:10) en amortiguador de lisis RIPA (150 mM
cloruro de sodio, 1% NP-40, 0.5% Deoxicolato de sodio, 0.1% duodecil sulfato
de sodio, 50 mM TRIS; pH 8). La disrupcion celular se realizé con 4 ciclos de
30" ultrasonido / 30" hielo en un sonicador “Probe Cut Sonicator Microson™
XL2500” a maxima potencia. Después de remover las células intactas y

proteinas insolubles, la muestra se ajustd a pH ~7 y se utilizé para los analisis

del antigeno.

6. Expresion del scFv.

El scFv se expreso con el paquete comercial Pichia Easy Select Expression Kit,
y se siguieron las indicaciones descritas por la casa comercial Invitrogen. Para
el preinoculo, se cultivd Pichia pastoris en placas de YPD/Zeocine™ a 50 ug/ul
( 1% Extracto de levadura, 2% Peptona, 2% Dextrosa, 2% Agar y 100ulL/mL de

Zeocine™ en 1 L de agua) a 28°C en ausencia de luz por 3 a 6 dias. Se tomo
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una colonia obtenida por selecciéon con Zeocine™ y se resuspendié en 25 mL de
medio BMGY (10g de extracto de levadura, 20g de Peptona, 100mL 1M
amortiguador de fosfato de potasio pH 6, 100 mL 10x YNB [34g base
nitrogenada de levadura, 100g de sulfato de amonio], 2 mL de biotina a 0.02%,
100 mL de glicerol al 10% aforado a 1 L agua) se cultivé a 30°C por
aproximadamente 12 a 24 hrs., hasta una densidad optica de 4 a 6 a 600 nm.
Se concentraron las células por centrifugacién en una centrifuga (Sorval RC 5B
PLUS) a 4500 rpm, 4°C por 20 min. y se pas6 a un frasco con un volumen de
BMMY (sustituir el glicerol del BMGY por metanol, 100 mL de metanol al 5%) de
tal manera que quedd a una densidad 6ptica de aproximadamente 1. Se incub6
a 30°C con agitacion por 5 a 7 dias con inducciones cada 24 hrs de metanol al

100%, de tal manera que la concentracion final fuera del 0.6%.

Para recuperar el scFv soluble, se descartaron las células y se utilizé el
paquete comercial de recuperacion de polihistidinas de Ni-NTA™ (Invitrogen™)
y se siguieron las indicaciones de la casa comercial. El paquete de Ni-NTA con
scFv acoplado se transfirid a una columna de exclusién por afinidad de Bio-Rad.
Se lavo con 10 mL de amortiguador de lavado (50 mM fosfato de sodio
monobasico, 300 mM de cloruro de sodio, 20 mM Imidazol, pH 8.0) 4°C, y se
separd el niquel de las seis histidinas con 200 uL de amortiguador de elusion
(50 mM fosfato de sodio monobasico, 300 mM cloruro de sodio, 500 mM

Imidazol; pH 8.0) 4°C. Cada elusién se dej6 10 min. antes de recolectarse. Las
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muestras se dializaron con amortiguador salino PBS y se confirmé la presencia
del scFv en geles de SDS-PAGE 10% tefidos con azul de coomasie. La
cuantificacion del scFv se realizé midiendo su absorbancia con un
espectrofotémetro Spectronic™ 21 a 280 nm de longitud de onda. El scFv se
guardé a — 20°C 6 se utilizd directamente en experimentos de andlisis del

antigeno. Ver resultados en pagina 22.

7. Acoplamiento del scFv a AffiGel°10: Acoplamiento del grupo amino
primario del scFv a AffiGel®10 (“AffiGel®10 and 15 Activated Affinity
Media” de BioRad™)

El scFv purificado se utilizé para construir una columna para recuperar al
antigeno con el scFv inmévil. Con esta técnica se separé al antigeno circulando
soluciones de proteinas de X fastidiosa en una columna con el scFv unido
covalentemente a agarosa por un enlace amidico. Para la separacion del
inmunocomplejo se utilizd dioxano y amortiguador de muestra. Los resultados
se analizaron en geles de poliacrilamida. La descripcion detallada del
experimento se encuentra en los anexos, bajo la seccion de técnicas. Ver

resultados en paginas 23, 24 y 25.

8. Inmunotransferencias.
Se obtuvo una muestra de proteinas totales de X. fastidiosa STL por disrupcién

celular con ultrasonido. Las muestras se separaron en un gel de poliacrilamida
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al 10% con duodecil sulfato de sodio, el marcador de peso molecular utilizado
fue Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas™ ). El gel se transfirid a
nitrocelulosa en presencia de amortiguador de transferencia, que contiene Tris
Base 0.025 M, glicina 0.192 M, duodecil sulfato de sodio 0.0013 M y metanol al
20%, pH 8.3. Para bloquear sitios inespecificos se utilizé amortiguador de
bloqueo TBST 5% con leche en polvo. El TBST es Tris-HCI 10 mM pH 7.4, NaCl
150 mM, Tween 0.1% V/V. Como primer anticuerpo se agregd scFv 1:1000 en
TBST 5% Leche y anti 6His-peroxidasa (Invitrogen™) 1:2000 en TBST como
anticuerpo secundario. La descripcién detallada del experimento se encuentra

en la seccion de técnicas, en anexos. Ver resultados en pagina 26.

9. Experimentos de recuperacion de antigeno con scFv soluble y Ni-NTA™
Se obtuvieron proteinas totales solubles de X. fastidiosa por disrupcion celular
con ultrasonido y se mezclaron con scFv soluble. Los inmunocomplejos se
recuperaron por afinidad entre secuencias de polihistidinas y Ni-NTA™
(Invitrogen™) y se disociaron con SB, que contiene un detergente aniénico y el
agente reductor p-mercaptoetanol. Las muestras se analizaron en geles de
poliacrilamida. El procedimiento detallado se describe en la seccion de técnicas,
en anexos. Se realizaron 13 experimentos con scFv soluble. Ver resultados en

paginas 27-31.
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RESULTADOS
1. Identificacion de Xylella fastidiosa.
Para la identificacién de X fastidiosa, se observé constantemente el tipo de
colonia que formaba y el tiempo en que crecia; y se confirmoé mediante dos
tipos de PCR, uno con cebadores especificos para X. fastidiosa, y otro con
cebadores que amplifican una regién conservada de ADN ribosomal 16S, la
cual se analizbé con enzimas de restriccion. Todos los PCR amplificaron una
region de aproximadamente 733 pb. La cepa de Temecula difirié de las otras
dos cepas y de E. coli, al no amplificar la regién esperada 16S de 1365 pb
en el analisis de restriccion.
Identificacion por amplificacién con PCR de colonia.
A continuacion se muestra un gel (fig. 1) donde se separé el producto de
PCR de X fastidiosa amplificado en un termociclador de ADN con los
cebadores RST31 y RST33. Se puede observar en el carril 3 la regién
esperada para X. fastidiosa de aproximadamente 730 pb. El control negativo,
sin ADN, no presentd amplificacion. El carril 2 es una muestra de un

microorganismo que crecié en un dia.

730 pb

Figura 1. Gel de agarosa 2% con bromuro de etidio de producto de PCR con los
cebadores RST31 y RST33. Carril 1: marcador de peso molecular Mass Ruler™ DNA
(Fermentas™ ), carril 2: microorganismo que creci6 en 1 dia; carril 3: X fastidiosa STL y
carril 4 sin ADN. Se puede observar en el carrl 3 la regi6bn esperada de
aproximadamente 730 pb sefialada por una flecha. El control negativo, sin ADN (carril 4)
no presenté amplificacion.
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Andlisis de restriccion.

A continuaciéon se muestra un gel (fig. 2) en donde se separaron las
muestras de una digestion de X fastidiosa con EcoRIl y Kpnl. Para la
amplificacion, se extrajo ADN de X fastidiosa con el paquete comercial
“MoBio Ultraclean™ Microbial DNA Isolation Kit” y se amplificé con los
cebadores universales 27F y 139R para genes de ADNr 16S. La
amplificacion de la digestion de ADN de la cepa Temecula (no utilizada en
esta investigacion) difirié de Baja (no utilizada en esta investigacion) y STL
(utilizada en esta investigacién). En la figura 2 se puede observar la
ausencia de amplificacion de una region de aproximadamente 1365 pb en la
cepa Temecula (carril 2). El control negativo (sin ADN) no presento

amplificacion (carril 5).

Figura 2. Gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio de digestién con EcoRI y
Kpn! de producto de PCR amplificado con los cebadores “universales” 27F y 139R
para genes de ADNr 16S. Carril 1: ADN de cepa Baja de X, fastidiosa; carril 2;
ADN de cepa de Temecula de X. fastidiosa; carril 3: ADN de cepa STL de X.
fastidiosa; carril 4:ADN de E. coli (control positivo); carril 5: sin ADN (control

negativo) y carril 6: marcador de peso molecular.
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2. Expresion del scFv.

El scFv expresado por P. pastoris se analizé en geles de poliacrilamida. En

la Figura 3 se pueden observar bandas de una sola proteina purificada.

Como ya se menciond, el scFv tiene una secuencia de polihistidinas, lo que

nos pemitié purificarlo por elsistema de afinidad entre polihistidinas y Ni-

NTA.

45 kDa —»

> -+ 38 kDa

Figura 3. Gel SDS-PAGE al 10% tefiido con azul coomasie. Carril 1: Marcador de peso
molecular; carril 2: primera elusién con 500 mM de imidazol; carril 3: segunda elusién;
carril 4: tercera elusién; carril 5: cuarta elusion y carril 6: quinta elusién. Se utilizé medio
BMMY estérii como control negativo y no presenté banda. La banda de

aproximadamente 38 kDa corresponde al peso del scFv.
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3. Cantidad de scFv acoplado al Affigel®10.

Se construyd una columna de AffiGel*10 a la cual se le acopld
covalentemente el scFv. La columna fue utilizada para circular soluciones
de X fastidiosa y recuperar al antigeno por afinidad. En la Figura 4,
presentada a continuacién se puede apreciar como el desplazamiento de la
hidroxisuccinamida fue gradual. Para medir la cantidad de scFv que entré a
la columna de AffiGel“10 y la cantidad estimada que salié en las lavadas con
MES pH 4.8, se tomd la primera gota que sali6 después de agregar la
solucion de ligando y se cuantificod a 280 nm. La concentracion inicial de 2.16
ug/uL de scFv y la concentracién final de 0.5 pg/uL indicaron un 76% de

porcentaje de acoplamiento.

280 nm

ABS

wvadas DM MES pH 2.4

Figura 4. Grafica que muestra las 10 lavadas con 0.1M MES (10 mL) pH 7.4 después de
haber agregado una solucién de scFv. Aqui se puede observar un desplazamiento gradual

de la hidroxisuccinamida desplazada por la formacién de enlaces amidicos.
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4. Recuperacién del antigeno con scFv abop!ado.

Con la técnica de scFv acoplado a Affigel“10 se recuperaron varias

proteinas de X fastidiosa. A continuacion se muestran Tablas con los pesos

moleculares hipotéticos de proteinas identificadas con este método.

Tabla I
: Proteinas totales
dioxano 10% dis 3 Tastichiass scFv
kDa | visibilidad | kDa | visibilidad | kDa visibilidad
112.2 | ++++++
102.3 | +++++++
676 | +4ttts 77.6 | +++++++
58.8 | ++++++
490 || AR |y o b
Tabla I”
dioxano 10% Lavadas con
PBS
kDa | visibilidad | kDa | visibilidad
91.2 +
74.1 4+
61.6 +++++++ | 61.6 +
20 +++++ | 537 [ +++++++

En la tabla |* se presentan las bandas y su grado de visibilidad, de un gel teflido con plata

de muestras obtenidas con el Affigel®10::scFv y recuperadas con dioxano 10%; y tabla I°

bandas de un gel tefiido con azul de coomasie de muestras de un cultivo que presentaba

una agregacion celular parecida a biofilm. En ambos experimentos se separé el antigeno

del scFv acoplado al gel, agregando dioxano al 10% a la columna.
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Resuspension del AffiGel™ 10 en SB.

Después de utilizar la columna con el scFv acoplado para recuperar
proteinas de soluciones de X fastidiosa se utilizd para resuspenderlo en SB
para ver si aun habia proteinas unidas que no se hubieran separado con
dioxano. Las muestras se analizaron en geles de poliacrilamida. Varios de
los cultivos utilizados en esta columna presentaban una agregacion celular
parecido a un biofilm. A continuacion se presenta un gel (fig. 5) tefiido con
azul de coomasie con las muestras del AffiGel ™ 10 resuspendido. En el carril

4y 2 se puede observar una banda principal de aproximadamente 19 kDa.

19 kDa

15 kDa —p

Figura 5. Gel SDS-PAGE 10% Azul coomasie. Carril 1: 10uL marcador de peso
molecular; carril 2: 10pL de AffiGel10; carril 3: control negativo (AffiGel10 sin X
fastidiosa) y carril 4. 20uL Affigel10. En esta fotografia se puede observar una banda

principal de 19 kDa.



5. Inmunotransferencias.

Se realizaron dos transferencias de soluciones de X fastidiosa a
nitrocelulosa en donde se detectaron 3 antigenos principales con el scFv
como anticuerpo primario y anti seis histidinas acoplado a peroxidasa como
anticuerpo secundario. En las Figuras 6 y 7 se pueden observar las bandas
en pelicula de rayos X marcados por la peroxidasa. Las Tablas muestran los

pesos moleculares hipotéticos obtenidos.

12 3 4 5 12 3
- A4
138 —T—» W -
<4—  —100
e
3 0 |
46 —— P ﬁ e 3 :
38 —P = P < 37
e
kDa visibilidad
100% | 50% | 25% | Sin kDa visibilidad
scFv? 141 +
138 | +4++ | +++ + no 100 bt
46.7 | +++44 | 44+ + + 61 [FRTES
9 - 44 R —
s e a no 37 bttt

Figura 6 (izquierda). Carril 1: 5puL X7, carril 2: 10 uL de Xf; carril 3: 15 pL de X, carril 4:
marcador de peso molecular. . Solucion de primer anticuerpo: scFv 1:1000. Solucién de
segundo anticuerpo anti 6His-peroxidasa 1:2000. Carril 1-4: control positivo. Carril 5:
control negativo (sin 1% anticuerpo). Figura 7 (derecha). Carril 1: 15 pL de Xf. carril 2: 10
uL de Xfy carril 3: marcador de PM. Los antigenos se sefialan con flechas. Solucién de
primer anticuerpo: scFv 1:1000. Solucién de segundo anticuerpo anti 6His-peroxidasa

1:2000.
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6. Experimentos con scFv soluble L.

Se mezclaron soluciones de proteinas totales de X. fastidiosa con scFv. Las
soluciones de bacteria se obtuvieron por disrupcién celular con ultrasonido y
se ajustaron a un pH neutro. El scFv soluble se agregd y se mezclé con X
fastidiosa a 4°C con agitacion. Los inmunocomplejos se recuperaron por
afinidad con Ni-NTA™, y se separaron con amortiguador de elusion que
contiene 500 mM de Imidazol (compite con el niquel del Ni-NTA™) y con SB.
En estos experimentos se recuperé 11 veces una proteina de
aproximadamente 66 kDa. En las siguientes paginas se muestran geles de

estos experimentos y tablas que resumen las bandas identificadas.

A

4—— scFv(40.7 kDa)

e
b 2
Tablall
500 mM SB Ni-NTA scFv Lavadas
kDa | visibilidad | kDa | visibilidad | kDa | visibilidad | kDa | visibilidad | kDa | visibilidad
64.5 ++ 85.1 bt 724 ++ 40.7 kbt no
60.2 ++ 724 ++ 67.6 +++ no
46.7 ++ 67.6 +Ht 64,5 +++ no
40,7 | ++++++ 63 +4+ 40.7 F—— no
60.2 +++ 28.8 ++ no
524 4+ 27.2* 4+ no
40.7 |+ttt no
29 + no
27" et ~27* “

Figura 8. Gel tefiido con AgNos. Carril 1: proteinas totales de Xf.; carril 2: marcador de PM;
carril 3: elusién con 500 mM imidazol; carril 4: lavada con PBS; carril 5: lavada con 20 mM
de imidazol; carril 6: elusidn con 200 uL de SB; carril 7: resuspensién de Ni-NTA en SBy
carril 8: scFv puro. La tabla |l resume los resultados obtenidos. Este experimento se realizé
con 50 mL de Xfen 500uL de RIPA, recuperados con 200 pL de Ni-NTA. Se titulé a pH 7
con 4 puL de 1N de acido clorhidrico. *No se pudo determinar con exactitud. ** sélo en
lavada con 20 mM de imidazol.
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Experimentos con scFv soluble Il
Los siguientes resultados muestran las proteinas recuperadas de 50 mL de
X. fastidiosa con 260 pg scFv libre y 200 uL Ni-NTA. En la Fig. 9 se puede

apreciar un solo antigeno, de aproximadamente 66 kDa y el scFv.
1 2 3 3 4 5 6 7

&
*
&
b
|
| §

500mM

NINTA Xf
SB imidazol total
66.8 +++ 66 ++ 56.8 +++++
60.2 ++ 59 + 43.6 + ;
500mM 42,9 ++++4 | 331 +iit | 96,0 44t 500 mM imidazol
66.1 kDa +++ 30.5 ++++ 68.3 y 49.5 kDa
36 kDa ++++++

Figura 9 (izquierda). Gel SDS-PAGE 7.5% AgNQ,. Carril 1: Marcador de PM; carril 2:
500mM imidazol y carril 3 lavada con 20mM imidazol. Fig. 10 (centro). Gel SDS-PAGE
10% AgNQas. Carril 1: marcador de PM; carril 2: resuspension de Ni-NTA en SB; carril 3:
amortiguador de elusién (control negativo); carril 4: elusion con 500mM Imidazol; carril
5: lavada con PBS; carril 6: lavada con 20mM de imidazol y carril 7: solucion total de Xf
sin ser seleccionada por el scFv. Fig. 11 (derecha). Gel SDS-PAGE 7.5% AgNOa. Carril
1: marcador de PM; carril 2: elusién con 500mM de imidazol; carril 3: lavada con 20mM
de imidazol; carril 4: lavada con PBS. Tabla llI? (izquierda) Tabla III° (centro) y Tabla lII°
(derecha) muestran los pesos moleculares hipotéticos calculados de estos

con 20 mM de imidazol (para remover

experimentos. Notese que las lavadas
proteinas con secuencias de polihistidinas naturales) y PBS no presentan bandas. *No

se pudo determinar con exactitud.
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Experimentos con scFv soluble Ill.

Tablas que resumen los resultados obtenidos en réplicas con scFv soluble

de 50 mL de X fastidiosa con 250 ug de scFvy 300 uL de Ni-NTA™,

Tabla IV?
Elusién con SB| Resuspension Xf total
de Ni-NTA en 5
SB Tabla IV
kDa | visibilidad | kDa | visibilidad [ kDa | visibilidad NI-NTA 500mM imidazol
kDa |visibilidad | kDa |visibilidad
66 |+ttt |66.8 | Hbb+d 51.8 | +++++ 1258 [ ++td4+ | >180" | ++++++
59 |+ttt 60.2 | ++++ 436 | ++++ 93.3 | +bbtbt | 177 b
26.9 [+4+++ 67.6 |+ttt
Tabla IV®
19 elusién 2% elusién 3%elusion  |Ni-NTAen SB [lavada
500mM Imidazol {500mM 500mM PBS
Imidazol Imidazol
kDa |visibilidad | kDa |visibilidad | kDa |visible | kDa | visibilidad | kDa |visibilidad
136.4 | +4+++ 79.4 | ++++ 77.6 |++++ (851 |+ *>180 [+
83 +Httt 70.7 [ ++ 70 |+ 79.4| + 1109 [+
776 |[++ 67.6 | ++ 676 |+ 70.7 | + 85.1 |4t
707 |++ 66.8 |+

Tabla IV*. SDS-PAGE 7.5% AgNO;. Recuperacién de antigeno con scFv libre (soluble) y Ni-

NTA; tabla IV®. SDS-PAGE 7.5% AgNOs. Recuperacién de antigeno con scFv soluble y Ni-

NTA; y tabla IV®. SDS-PAGE 7.5% AgNO;, recuperacion de antigeno con scFv soluble y Ni-

NTA. En la tabla IV® se puede apreciar un enriquecimiento de la proteina de 66 kDa. *No se

pudo determinar con exactitud. Las muestras se obtuvieron eluyendo con SB e Imidazol; o

resuspendiendo el Ni-NTA en SB. Xf total, son las protelnas totales de X, fastidiosa sin ser

seleccionadas por el scFv.
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Experimentos con scFv soluble V.

Tablas que resumen los resultados obtenidos en réplicas de experimentos

con scFv soluble de 100 mL de X fastidiosa con 300 ug de scFv y 300 uL de

Ni-NTA™.

Tabla V*
1% elusion 2% elusién 3% elusién scFv
500mM 500mM 500mM
Imidazol Imidazol Imidazol Tabla \V®
kDa |visible [kDa |visible|kDa |visible | kDa |visible 500mM NI-NTA en
*—-190 + 4 *—-190 +++ *.190 | +++ Imidazol SB
87 |* 50.1 | ++ 501 [++ kDa [visible | kDa [ visible
50.1 |++d+t 125 [++++ [180 | +++++
40,2 |+++ 40.7 | +++ 93 |++++ [177 | ++
36.3 [+++ 36.3 |+ttt 67 |++t++
281 ++4t4

Tabla V¢

1% elusién 500mM 2% elusion NiNTAen [Lavada scFv
Imidazol 500mM SB PBS

Imidazol
kDa visibilidad kDa |visible | kDa | visible [ kDa | visibilidad | kDa | visibilidad
116.1 + 114.8 |+ 56.2 [+++ | 117 | ++ 34 |+t
1121 o+ 1122 |+ 346 | +++ | 114 [ +4+
83.1 EE S 81.2 | +++++ 89 |+
78.5 bk 75.8 |+
72.4 ++ 707 [+
60.2 +4+++++ 61.6 | +++++
56.2 +4+
47.3 o
346 ++

Tabla X. SDS-PAGE 10% AgNos. Recuperacion de antigeno con scFv libre y Ni-NTA, Tabla
Xl. SDS-PAGE AgNOj; recuperacion con scFv libre y Ni-NTA y Tabla XIl. SDS-PAGE 7.5%
AgNO; Recuperacién del antigeno con scFv libre y Ni-NTA . *No se pudo determinar con

exactitud por que excedia al marcador de PM mas alto.
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Experimentos con scFv soluble V.
Tablas que resumen los resultados obtenidos en réplicas con scFv soluble

de 100 mL de X fastidiosa con 260 ug de scFvy 200 uL de Ni-NTA.

Tabla VI° Tabla VI°
§OOmM Xf total scFv 500mM ScFv
imidazol __ : imidazol
kDa |visible |kDa |visible |kDa | Visible kDa |visible | kDa |visible
66 | +++ *>180 | ++++++ | 39.8 | +++++
57 |+++ 109.6 | ++ 140 [+ 36 [+t
39.8 | ++++++ [ 103.5 | ++ 66 | ++
37.1 | +dtbtt | 74.9 |4+ 48 [+
707 |++ 36 b
28 |+t
Tabla VI®
19 elusién 2% elusion 3%elusion |[Ni-NTAen [lavada
500mM 500mM 500mM SB PBS
Imidazol Imidazol Imidazol
kDa |visible |kDa |visible |kDa |visible | kDa |visible | kDa |visible
95.4 | +++ 91.2 | ++ 93.3 |+ 95.4 [++4+ |93 [++++4
83.1 [++++++ | 83.1 | ++++++ | 83.3 | +++++ [ 87 | ++++ |58 | +++
79.5 | #4+++ | 794 [ 4444+ | 794 [ ++++ | 794 | +4++
49.5 |+ 501 [+ 50.1 |+ 50.1 [ ++

Tabla VI*, SDS-PAGE AgNOQ; recuperacion con scFv libre y Ni-NTA, Tabla VI°. SDS-PAGE

10% recuperacion del antigeno con scFv libre y Ni-NTA y Tabla VI°. SDS-PAGE 7.5%

AgNOQj; recuperacién de antigeno con scFv libre (soluble) y Ni-NTA. *No se pudo determinar

con exactitud por que esta fuera del rango del marcador de PM. En la tabla VI® se puede

apreciar un enriquecimiento de la banda de 66 kDa.
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DISCUSION

Al contrario de lo que se esperaba, el scFv monoclonal de gallina dirigido
en contra de PD X fastidiosa STL no reconocié especificamente a un sélo
antigeno, probablemente por que el epitopo se repite en varias proteinas. La
composicion de membrana de X. fastidiosa en especial la de los polisacaridos
extracelulares, los pili tipo IV y las proteinas de membrana varia entre las
distintas cepas de X fastidiosa (Lambais et al. 2000); y entre los distintos
ambientes en que se encuentre (Osiro et al. 2004). Esto también es cierto para
otras bacterias, por ejemplo, exclusivamente en colonias rugosas de
Actinobacillus actinomycetemcomitans se sintetizan dos proteinas de 43 y 20
kDa asociadas a la produccion de pili (Haase et al. 1999). Si la sintesis del
antigeno reconocido por el scFv es parecida a la de estas proteinas, se podria

explicar por qué hubo variaciones en réplicas de experimentos.

Este mismo fendmeno fue observado en esta investigacion; mientras
unos cultivos de X. fastidiosa en medio liquido PD2 presentaban agregaciones
de lo que podria ser un biofilm, otros se mantenian totalmente solubles. Los
andlisis de los experimentos realizados en la columna AffiGel®10,
resuspendiéndola en SB (Fig. 5) revelaron una banda de 19 kDa (de la cual
habia mas de 100 ng, ya que se visualizé con azul coomasie) que podria

corresponder a una pilina utilizada para la formacién del biofilm. El experimento
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resumido en la tabla I°, de un cultivo con agregacion celular, se identificé una
proteina de 20 kDa. En otros laboratorios se ha observado que células de X.
fastidiosa con mutaciones en genes responsables de la biosintesis de pili
presentan colonias lisas y solubles, mientras que las cepas silvestres producen
agregaciones en cultivos puros liquidos (Meng et al. 2005). Si el antigeno
reconocido por el scFv es alguna de estas proteinas podriamos no recuperarlo
en algunas ocasiones en las que no se haya sintetizado la cantidad necesaria
de esta molécula para visualizarse en los geles (la cantidad minima visible con

tincién de plata es 1 ng de proteina).

Estas fluctuaciones en la composicion externa de las bacterias podrian
ayudar a explicar la inconsistencia de los resultados, pero no explica la reaccién
cruzada entre el anticuerpo, que es monoclonal, y por lo menos 22 proteinas de
peso molecular distinto. Esto podria significar que el epitopo esté conservado
en varias proteinas (Azzazy et al. 2002) y que no se obtengan las mismas
proteinas en todos los experimentos por que no siempre es la misma
composicion molecular en X. fastidiosa. El hecho de que en los inmunoblots se
hayan identificado proteinas de 141, 138, 100, 61, 46, 44, 39 y 37 kDa podria
indicar que el anticuerpo también reconoce a un epitopo lineal (no
conformacional) y conservado (Azzazy et al. 2002), o que la secuencia

reconocida por el scFv se encuentra expuesta tanto en la conformacion nativa
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como en la relajada de la proteina (en el caso de las proteinas de 140, 61, 46 y

37 kDa).

Por otro lado, existen proteinas involucradas en la adhesion y virulencia
en bacterias gram negativas que son muy estables en relacion a la
desnaturalizacion y ocupan tratamientos extremos para depolimerizarlas. Los
Curlis, que son oligémeros formados por subunidades de un tipo de pilina
necesitan acido formico al 90% para depolimerizarlas en sus subunidades de 19
kDa (Simon et al. 1996). Si el epitopo se encuentra en estas moléculas, podria
explicarse la reacciéon cruzada en cuanto a que son organelos formados por
subunidades de una misma proteina, por lo que se podria repetir el epitopo
(Azzazy et al. 2002), y como son muy estables ante la depolimerizacion, podrian

presentarse fragmentos oligoméricos de distintos pesos moleculares.

Adicionalmente, varias de las proteinas identificadas con mayor
consistencia en este trabajo tienen pesos moleculares cercanos a multiplos de
20 ( 20, 40, 60, 100, 140kDa, aproximadamente), lo que apoya la hipétesis de
que el epitopo se encuentre en una proteina oligomérica muy estable con
distintos grados de depolimerizacion. La reaccién cruzada entre anticuerpos
monoclonales y varios antigenos ha sido reportada en estudios de antigenos
contenidos en proteinas de membrana de bacterias gram negativas (Doherty et

al. 1986). También se han reportado anticuerpos monoclonales con reacciones
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cruzadas con lipopolisacaridos (Brade et al. 1993), comunmente encontrados en

proteinas de membrana.

Cuando X. fastidiosa se encuentra dentro de la vid, o en un vector,
presenta estructuras polares extracelulares parecidos a pili, mientras que en
cultivos puros estas estructuras raramente se observan (Lambais et al. 2000) lo
que sugiere que la interaccion entre células de X. fastidiosa y células del vector
o del huésped es favorable para la produccién del biofilm. Los pili y en especial
los conformados por pilinas tipo IV (sintetizados por el gen fimA) son
indispensables para la formacion del biofilm (Meng et al. 2005). La secrecion de
biofilm es esencial para la supervivencia de X fastidiosa dentro de la planta
(Newman et al. 2004). Células de X. fastidiosa con mutaciones en el gen fimA
no producen biofilm. Tomando en cuenta la biologia de adhesién-infeccion de X
fastidiosa, una estrategia que se podria aplicar para tratar de inhibir la
colonizacién de sus huéspedes es el uso de anticuerpos monoclonales para
interferir con el sistema de formacion de biofilm de esta bacteria (Meng et al.

2005).

Generalmente, los eventos iniciales de una infeccion bacteriana son las
interacciones que se dan entre los grupos quimicos expuestos de polisacéridos
y proteinas de membrana de las células bacterianas con la superficie celular

del huésped, y usualmente estan mediadas por adhesinas (Soto et al. 1999).



Estas moléculas expuestas pueden actuar como inmunégeno si la bacteria es
presentada a un sistema inmunoldégico (Simon et al 1996). En Staphylococus
epidermidis se ha reportado el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos en
contra de una proteina de membrana de 140 kDa obtenidos al inmunizar
ratones con una preparacion de membrana celular (Sun et al. 2004). Muchas
bacterias como los gonococos y E. coli presentan antigenos de superficie
contenidos en los pili. Los genes de la pilina en algunas bacterias del género
gonococos presentan conversiones génicas que pueden producir progenies con
variaciones de hasta 10° moléculas de pilina antigénicamente distintas (Abbas
et al. 2000). En proteinas de membrana, los determinantes antigénicos de

especificidad mas comunes son los lipopolisacaridos (Simon et al. 1996).

X. fastidiosa utiliza un factor de sefialamiento involucrado en la formacion
de biofilm sintetizado por el gen rpfF. Células de X. fastidiosa con mutaciones
en rpfF no forman biofilm en la cuticula del vector; sin embargo si producen
biofilm in planta y, sorprendentemente, son hipervirulentas al inocularlas
mecanicamente en plantas sanas (Newman et al. 2004). Las proteinas
sintetizadas por los genes del operén mpfF de X. fastidiosa son 66% iguales a
las de Xanthomonas campestris. En X. campestris estas proteinas son
similares a la enoyl-CoA hidratasa, y son responsables de la biogénesis de un
a-B-acido graso insaturado que sirve como factor de sefialamiento para la

formacién de biofilm (Newman et al. 2004). En X. fastidiosa la produccion de
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biofilm es un mecanismo activo dirigido por la expresion genética de la bacteria
en respuesta directa al medio. En otras bacterias gram-negativas se ha visto
que la habilidad para colonizar huéspedes esta directamente ligada con la

habilidad de producir biofilm y puede estar relacionada a un gen en especifico.

Células de E. coli con mutaciones en el gen /rgA que codifica para una
adhesina produjeron poblaciones no patogénicas (Johnson et al. 2005).
Adicionalmente, el uso de anticuerpos monoclonales para controlar patégenos
bacterianos ha sido ampliamente utilizado y en S. epidermidis se ha logrado
inhibir la formacioén de biofiim con una mezcla de anticuerpos monoclonales

(Sun et al. 2004).

En esta investigacion no se pudo determinar con exactitud el antigeno de
X. fastidiosa reconocido por el scFv ya que no se obtuvieron las mismas
moléculas en todos los experimentos realizados; esto pudo haberse debido a
que el epitopo sea una regién conservada, o muy comun y que esté presente en
varias proteinas, y que estas sélo se sinteticen en momentos especificos. La
necesidad de que prosigan investigaciones (determinacion y clonacion del
antigeno) en este tema es evidente, ya que la determinaciéon del antigeno al
cual se le une este scFv podria brindarnos informacién sobre la biologia de X.

fastidiosa.
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Aunado a la necesidad de conocer las proteinas de esta bacteria, esta la
importancia de los resultados de experimentos que se han realizado
recientemente en el laboratorio de biologia celular y molecular A-9 de la
Facultad de Ciencias por alumnos del Dr. Stephano, que involucran al scFv
como un acarreador para moléculas liticas; en los cuales se ha logrado inhibir al
crecimiento de la bacteria con bacteriéfagos que expresen un hibrido del scFv
con una molécula desestabilizadora de membrana. Ademas, el scFv puro
también ha logrado inhibir el crecimiento de X. fastidiosa (Stephano com. pers.),
por lo que se puede suponer que las proteinas reconocidas por este scFv son
importantes para algun mecanismo bioldgico en esta bacteria. Si analizamos el
marco actual de conocimiento acerca de este fragmento de anticuerpo
monoclonal podemos suponer qué tan util podria ser en el combate ala EP y lo
importante que es que siga su estudio en relacién a su modo de accion y a las

moléculas que reconoce.

Stephano, J.L., Laboratorio de Biologia Molecular y Celular A-9. UABC, Facultad de Ciencias. 38



1)

2)

4)

CONCLUSIONES

En esta investigacion se partié de la hipotesis de que el scFv dirigido en
contra de Xylella fastidiosa STL se uniria a un solo antigeno.
Inesperadamente, el scFv se unié a varias proteinas, las cuales no
fueron las mismas en diferentes experimentos ni en réplicas de un mismo
experimento.

En los experimentos de recuperacion del antigeno con scFv libre (en
donde se supone que hay mas probabilidades para una conformacion
nativa del scFv) se recuperé 11 veces una proteina de aproximadamente
60 kDa. Se propone que esta proteina representa un antigeno
generalmente reconocido por el scFv.

En los experimentos realizados con cultivos de X. fastidiosa en los cuales
se observé una agregacion celular (pelicula bacteriana) se recuperé una
proteina de aproximadamente 19 kDa; la cual fue identificada incluso con
azul de coomasie. En estos experimentos también se identifico al
antigeno de aproximadamente 60 kDa.

Por medio de la amplificacion y analisis de restriccion de una secuencia
16S de 3 cepas de X. fastidiosa pudimos diferenciar el ADN de la cepa
de Temecula al compararlo con el de las cepas STL y Baja. La cepa

Temecula no amplificé una regién de 1365 pb.
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5) El objetivo principal de este trabajo fue determinar el antigeno al cual se
le unia un anticuerpo monoclonal. Como los resultados obtenidos fueron
tan diferentes entre las diferentes técnicas utilizadas, no se puede
concluir con exactitud el antigeno reconocido por el scFv utilizado. Sin
embargo, ahora sabemos que este anticuerpo se le une a varias

proteinas de Xylella fastidiosa.
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ANEXOS

TECNICAS UTILIZADAS

Disrupciéon celular de Xylella fastidiosa con ultrasonido. Experimento

modificado del protocolo descrito por Ed Harlow (Harlow 1999).

1:

Se recolectaron células de X fastidiosa de muestras de >50 mL en
medio PD2 por centrifugacion (sorval RC 5B PLUS) a 5650 rpm a 4°C
por 30 min.

El paquete celular se resuspendié en 1 mL de PBS 1X ( el PBS 10X es
137mM de NaCl, 2.7 mM de KCI, 4.3 mM de Na;HPO47H,0 y 1.4 mM de
KH2POy4) pH 7.4 a 4°C y se centrifugd de nuevo a 14000 rpm a 4°C por
10 min en una microcentrifuga Eppendorff™ .

Se resuspendio el paquete celular (diluyéndolo ~ 1:10) en amortiguador
de lisis RIPA (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% Deoxicolato de sodio,
0.1% SDS, 50 mM TRIS; pH 8).

Se destruyeron las células con 4 ciclos de 30" ultrasonido / 30" hielo en
un probe cut sonicator Microson™ XL2500 a maxima potencia. Nota: Es
muy importante no calentar la muestra para no desnaturalizar las
proteinas.

Se centrifugd para remover células intactas a 14000 rpm por 10’ a 4°C
(se puede centrifugar una vez mas para remover proteinas agregadas a

14000 a 4°C por 30’).
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6. Se titulé a pH ~ 7 con HCI o0 NaOH comparando con rojo fenol.
7. La muestra obtenida se utilizé para los ensayos de andlisis de antigeno.
Las muestras utilizadas para los experimentos de inmunotransferencia y

con AffiGel®10 no se les modificé el pH. Generalmente la solucién de

proteinas totales de X. fastidiosa tenia un pH basico (~9).

Expresion del scFv: Protocolo “Pichia Easy Select Expression Kit” de
Invitrogen™
1. Para el preinoculo, se cultivd Pichia pastoris en placas de YPD/Zeocine™
a 50 pg/uL ( 1% Extracto de levadura, 2% Peptona, 2% Dextrosa, 2%
Agar y 100uL/mL de Zeocine™ en 1 L de agua) a 28°C en ausencia de
luz (cubrir caja de petri con papel aluminio) por 3-6 dias (hasta que se
observaran colonias con un diametro aproximado de 3 mm).
2. Se tomé una colonia obtenida por seleccion con Zeocine™ y se
resuspendié en 25 mL de medio BMGY (10g de Extracto de levadura,
20g de Peptona, 100mL 1M amortiguador de fosfato de potasio pH 6, 100
mL 10x YNB [34g Base Nitrogenada de Levadura, 100g de (NH4)SQ4], 2
mL de Biotina a 0.02%, 100 mL de Glicerol al 10% aforado a 1 L H20) se
cultivé a 30°C por ~ 12-24 hrs., hasta una densidad o6ptica de 4-6 a 600
nm.
3. Se concentraron las células por centrifugacién en una centrifuga (Sorval

RC 5B PLUS) a 4575 rpm, 4°C por 20 min. y se paso a un frasco con un
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volumen de BMMY (sustituir el glicerol del BMGY por metanol, 100 mL de
metanol al 5%) de tal manera que quedé a una densidad optica de ~ 1.
Se incubé a 30°C con agitacién por 5-7 dias con inducciones cada 24
hrs de metanol al 100% (el metanol debe quedar a una concentracion
final de 0.6%. )

Se descartaron las células por centrifugacion y el scFv soluble fue

recuperado del sobrenadante.

Recuperacién, Purificaciéon y Cuantificacion del scFv:

1.

Se agregaron 200 pL de Ni-NTA™ (invitrogen™) por cada 50 mL de
sobrenadante de P. pastoris

Se dejé agitando a 4°C por 2-4 horas.

Se centrifugd a 4500 rpm a 4°C por 2 min.

Se descarté el sobrenadante (se dej6 ~ 1 mL para resuspender el
paquete de Ni-NTA™ acoplado al scFv)

Se resuspendi6 el paquete y se pasé a una columna de exclusion por
afinidad BioRad™

Se lavé con 10 mL de amortiguador de lavado (50 mM NaH,PO4, 300
mM de NaCl, 20 mM Imidazol; pH 8.0) 4°C.

Se eluy6é 3 veces con 200 pL c/u de amortiguador de elusion (50 mM
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM Imidazol; pH 8.0) 4°C. Cada elusion se

dejé 10 min. antes de recolectarse.
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8. Las muestras de 200 pL se dializaron y se cuantificaron como se
describe:

9. La dialisis se realiz6 en membranas de celulosa M.W. 4000-6000
(MiliPore™) en 1 L de PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM
Na;HPO47H:0, 1.4 mM KH:PO4; pH 7.3) a 4°C con agitacion por 2
horas, con un cambio de amortiguador y se volvié a dejar en agitacion
con una barra magnética ~ 6 horas a 4°C.

10.Se confirmé la presencia del scFv en geles de SDS-PAGE 10% teridos
con azul de coomasie.

11.Una vez comprobada la presencia del scFv, se realizé la cuantificacion
en un espectrofotbmetro Spectronic 21™ a 280 nm de absorbancia con
PBS 1X pH 7.4 como blanco y se utilizé la siguiente férmula para

determinar la concentracion:

1000 x (abs(ZB%nm) a1’ ) =mg/mL

en donde abs(280nm) es la absorbancia a 280 nm, n es la cantidad en pL de
muestra diluida en PBS y § es el coeficiente de extincién molar del scFv (€ del
scFv = 1.2). Para las cuantificaciones se tomaron 5 uL de scFv dializado en
PBS y se diluyeron en 995 L de PBS. Una vez cuantificado el scFv se guardé
a — 20°C o se utilizd directamente para los experimentos de analisis del

antigeno.
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Construccion de la columna AffiGel®10: Acoplamiento del grupo amino

primario del scFv a AffiGel°10 (protocolo modificado de manual de

AffiGel®10 and 15 Activated Affinity Media de BioRad™ )

1.

Se homogenizé el AffiGel°10 y se transfiri6 a un tubo Eppendorf de 1.5
mL. Se recomienda 5-10 mg de proteina (ligando) por cada mL de
AffiGel®10.

Se centrifugd 1 min. a 14,000 rpm 4°C para remover el isopropanol.

Se lavé con 3 volumenes de ddH,O a 4°C por cada volumen de
AffiGel®10. Se centrifugd por 1 min. a 14,000 rpm 4°C entre cada lavada
y se descartd el sobrenadante. Este paso no debe de exceder 20 min.

Se transfirié el AffiGel®10 a una jeringa de 1 mL sin aguja, con fibra de
vidrio en la punta (para detener al gel). Sin dejar que se deshidratara el
AffiGel®10 se agrego la solucién de ligando ( a 354 uL de AffiGel®10 se le
agregaron 1.5 mL de solucion de scFv a [2.16 ug/uL]) a 4°C.
Acoplamiento espontaneo (formacion del enlace amidico):

Se puso en agitacion la solucion de AffiGel®10/ligando por 4 hrs. a 4°C.
Se lavé circulando ddH,O a 4°C y se tomaron muestras para determinar
porcentaje de acoplamiento. Nota: si se desea cuantificar indirectamente
el porcentaje acoplamiento del ligando por la estimaciéon de la cantidad
de n-hidroxisuccinamida desplazada, se debe de utilizar un amortiguador

con un pH basico, p.e. PBS pH 7.4.
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. Se bloquearon los ésteres activos con 100 L de 1M Glicina Etil Ester pH
8 por 1 hr. a4°C.

. Se lavé con ddH20 y se cuantificé en el espectrofotometro a 280 nm
hasta que no hubiera ésteres activos.

. Se equilibré la columna con amortiguador MES (P.M. = 213.25) 0.1M pH
4.8. Nota: el amortiguador utilizado debe de ser el mismo en el que se
haya dializado la solucién de ligando; si se utiliza un pH acido la n-
hidroxisuccinamida no interfiere en las cuantificaciones a 280 nm.

. La determinacion de la cantidad de scFv acoplado se realizé una vez que
se equilibré la columna con un amortiguador de pH acido (0.1M MES pH
4.8) y se realizé6 como se describe: Después de agregar la solucién de
ligando se lavé 15 veces con 1 mL de MES cada una. De cada lavada se
tomé una muestra de 5 uL y se cuantificé como se describid previamente
en un espectrofotdmetro Spectronic 21™ a 280 nm con MES como

blanco.

10.Se guardd la columna a 4°C con amortiguador para realizar los

experimentos de purificacion del antigeno de soluciones de proteinas

totales de la bacteria.
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Sonicacién de X. fastidiosa y recuperacion del antigeno en columna
AffiGel®10 con scFv acoplado.
1. Se destruyeron células de X. fastidiosa como se describié previamente,
excepto que no se modificod el pH.
2. Se circuld6 la solucion de X. fastidiosa a 4°C en la columna 3 veces.
3. Se lavd con 60 mL de PBS 1X pH 7.3 a 4°C
4. Se disocié el inmunocomplejo con 100 puL de Dioxano 4°C al 10%.
Previamente se analizaron muestras de Dioxano 10% en geles para
comprobar que no tuviera proteinas.
5. Las muestras obtenidas se analizaron en geles de poliacrilamida al 10%

y se tifieron con azul de coomasie y con AgNQa.

Geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Se utilizaron geles de poliacrilamida con SDS. Gel de corrido (para minigeles
mezclar 625 pL de ddH-0, 1.875 mL amortiguador de corrido: Trizma Base 0.75
M, SDS 0.2% pH 8.8; 1.25 mL de poliacrilamida, 12.5 uL de TEMED diluido 1:10
y 37.5 uL de Persulfato de amonio) al 10%, gel de separacion (mezclar 625 ulL
ddH20, 937uL de amortiguador de separacion: Trizma Base 0.25 M, SDS 0.2%,
pH 6.8; 312 pL de poliacrilamida, 6.25 uL de TEMED 1:10 y 18.75 uL de
persulfato de amonio) al 5%; el amortiguador de camara 10X se prepard con
0.25 M de Trizma base, 1.92 M Glicina y 1% de SDS, pH 8.3; se tifieron con

AgNOs; y azul coomasie para proteinas y con azul alician para tefiir



carbohidratos (polisacaridos). Las muestras se diluyeron 1:1 en amortiguador de

muestra (2.9 mL de amortiguador de separacion, 4 mL de ddH20, 2 mL de

glicerol, 10% de SDS, 0.5 mL de B -mercaptoetanol y ~0.001% de azul de

Bromofenol). Los geles chicos corrieron por 1 hr a 120V, los geles grandes

corrieron por 4-6 horas a 120V. Para la tincibn con azul de coomasie se

colocaron los geles en la solucién de tincién por mas de ocho horas y se lavaron

con solucién de lavado. Para las tinciones con azul alician se dejaron los geles

en solucién de tefiido y se lavaron con agua corriente. Los pesos moleculares

hipotéticos de las proteinas se determinaron como se describe:

1.

Se separ6 el gel de separacion y se midio la distancia total (inicio a fin)
del gel de corrido
Se midio la distancia de movimiento (en relacién al origen) de cada uno

de las proteinas del marcador de peso molecular

. Se midié la distancia de las proteinas desconocidas

Se calculo (para cada proteina) la movilidad relativa, que es la distancia
de movimiento entre la distancia total
Se calculé el logaritmo base 10 de los pesos moleculares (PM) de cada

proteina del marcador de peso molecular

. Se realizé una grafica de los Log PM contra la movilidad relativa de las

proteinas del marcador de PM



7.

Con la movilidad relativa de las proteinas desconocidas se extrapolod
hacia los Log PM (de los marcadores de PM) y se calcul6 el antilogaritmo

para obtener los PM hipotéticos de las muestras analizadas.

Tincion de gel SDS-PAGE con nitrato de plata.

La tincion de plata es muy sensible, detecta hasta 1 ng de proteina, por lo tanto

se debe de usar agua bidestilada para todas las soluciones.

1.

Se corrié un gel SDS-PAGE con las muestras obtenidas a 120V por 1hr.
(geles chicos), 4-6 hrs. (geles grandes). Se retiré el gel de separacion.
Para precipitar las proteinas en el gel se colocé el gel en 50% metanol
5% ac. acético por 20 min.

Para remover el acido acético se lavo con 50% metanol, en agitacién
lenta por 10 min.

Para remover el metanol se lavé 2 veces con ddH»O con agitacion lenta
por 10 min. cada una.

Se enjuago por 1 min. con 0.02% de NaxS;03 para precipitar al sulfido de
plata sobre las proteinas.

Se enjuagod 2 veces con ddH>O 1 min. cada una; para remover el exceso

de tiosulfato de sodio.

57



7. Se incubo por 20 min. en 0.1% de AgNO3; a 4 °C. Nota: La plata es un
agente oxidante potente por lo que se debe de enfriar la solucién antes
de usarla.

8. Se mezclaron 108 pL de HCHO por cada 100 mL de 2% Na,COj
(solucién reveladora)

9. Se enjuagd 2 veces en ddH,0 por 30 seg. cada una. Nota: no exceder el
tiempo de lavado para no remover la plata unida)

10. Se agregd un poco de la solucion reveladora y se agité hasta que tornara
amarillenta la solucion.

11.Se descarté la solucién reveladora y se agregd mas solucién reveladora
fresca y se agité de nuevo hasta que se vieran bandas (color amarillo
oscuro) definidas.

12.Se descarté rapidamente la solucién reveladora y se detuvo la reaccion

con acido acético al 5%.

INMUNOTRANSFERENCIAS

Se obtuvo una muestra de proteinas totales de X. fastidiosa STL por sonicaciéon
como se describié previamente. Las muestras se separaron en un gel de
poliacrilamida al 10% con SDS, el marcador de peso molecular utilizado fue
Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (#SM0671) de Fermentas™. El

amortiguador de transferencia utilizado fue Tris Base 0.025 M, Glicina 0.192 M,
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SDS 0.0013 M y metanol al 20%, pH 8.3 El amortiguador de bloqueo TBST 5%

Leche en polvo. El TBST es Tris-HCI 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, Tween 0.1

% V/V. Solucién de primer anticuerpo: scFv 1:1000 en TBST 5% Leche.

Solucion de segundo anticuerpo anti 6His-peroxidasa (Invitrogen™) 1:2000 en

TBST. El gel se transfirié a nitrocelulosa como se describe:

1.

Se colocaron las muestras de proteinas totales de X. fastidiosa y el
marcador de peso molecular un gel por 1 hr a 120 VV en una camara para
minigeles Bio-Rad™.

Se removi6 el gel de condensacion y se midié el area del gel de corrido.
Se coloco el gel en una charola con amortiguador de transferencia

En otra charola con amortiguador de transferencia se sumergieron los
soportes de plastico. El soporte negro (-) para transferencia en mini-
camara Bio-Rad™ debe de ir abajo y estar cubierto por 1 cm. de
amortiguador de transferencia.

Se sumergieron las dos esponjas en la charola y se mantuvieron
sumergidas hasta que se eliminaron las burbujas de aire. Se colocé una
de las esponjas en el soporte negro y se mantuvo sumergida.

Se cortaron 6 piezas de papel filtro Whatman™ 3M del tamario del gel.
Se cort6 un filtro de nitrocelulosa del mismo tamario. Nota: La membrana
debe de ser manejada con pinzas.

Se humedecieron 3 papeles filtro en la charola con los soportes y se

colocaron uno por uno sin aire encima del soporte negro (el soporte
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negro es el que va en el lado del anodo, de manera que las proteinas
migren hacia el polo positivo ayudadas por el SDS).

8. Se coloco el gel encima del paquete

9. Con unas pinzas se sumergid la membrana en el amortiguador de
transferencia evitando que quedaran burbujas de aire atrapadas y se
colocé la membrana de nitrocelulosa sobre el gel de poliacrilamida.

10.Se colocaron los 3 filtros previamente humedecidos en amortiguador de
transferencia y sobre estos la otra esponja. Se mantuvo sumergido el
paquete, mientras se removian las burbujas de aire.

11. Se bajo el soporte blanco y se cerré el broche sin que entrara aire.

12. Rapidamente se coloco el paquete en la camara de electroforesis con las
bisagras hacia arriba y el soporte negro (inferior) hacia el anodo. Se puso
una charola con hielo dentro de la camara para evitar
sobrecalentamiento. Se ajustd el nivel de amortiguador, se deposité una
barra magnética y se coloco la cdmara sobre un agitador magnético.

13. El gel se mantuvo a 120 V por ~1 hora.

14.Se apagé la fuente, se abrieron los soportes, se removié la membrana y
se coloco con el lado de las proteinas arriba en otra charola con 20 mL
de TBST 5% Leche (leche descremada Carnation®). Se dej6 incubando
por 8 horas a 4°C. Nota: La solucion de TBST 5% leche se centrifugd

para remover impurezas.

60



15.Se tird la solucion de bloqueo y se agregé la solucién de 1°" Anticuerpo
(>20 pg de scFv en 20 mL TBST 5% Leche. [1:1000]

16.Se incubd a 4°C con agitacién moderada ~ 8 horas

17.Se descarto la soluciéon de 1* anticuerpo y se lavé con 25 mL TBST por 5
minutos a temperatura de ambiente. Se colocé la nitrocelulosa con las
proteinas hacia arriba en la charola en agitacion y se repitio 2 veces.

18.Antes de la tercera lavada con TBST tener al alcance la solucién de
segundo anticuerpo 1:2000 en TBST (anti-6His) acoplado a peroxidasa.

19.Se desechd la tercera lavada y se agregé la solucion de 2° anticuerpo.
Se incubé con el lado de las proteinas hacia abajo por 1.5 horas a
temperatura ambiente con agitacién suave.

20.Se lavo 3 veces en 15 mL de TBST 10 minutos cada una, con las
proteinas hacia arriba.

21.Para la visualizacion del segundo anticuerpo se utilizaron los reactivos de
ECL® Western Blotting de Amersham Biosciences™ y se siguid el
protocolo de quimioluminiscencia descrito en manual ECL® Western
Blotting Detection Reagents and Analisis System, de Amersham
Biosciences™ como se describe:

22.Se mezclaron los reactivos A y B 1:1. Por cada membrana de un minigel
se mezcla 1mL de A y 1mL de B inmediatamente antes de utilizarlos.

23.Se removié la membrana, se escurrié y se colocé con el lado de las

proteinas hacia arriba sobre una tira de plastico tipo SaranWrap™
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evitando que se formaran burbujas de aire o dobleces. Se envolvié
completamente la membrana y se colocé con las proteinas hacié arriba
en una camara para peliculas de rayos X.

24.En un cuarto oscuro equipado con luz roja se colocé una pelicula (se
recomienda Kodak Biomax™ ML scientific imaging film de 13 x 18 cm)
encima de la membrana. Se incubé por 2 minutos.

25.Se removio la pelicula y se reveld por 1.5 min en revelador de pelicula de
rayos X (se recomienda Kodak X=Omat™ Developer and replenisher), y
se lavo por 30 seg. en agua corriente y 10 min en fijador (se recomienda
Kodak X-Omat™fixer and replenisher). (Después de 1 min se puede
encender la luz). Finalmente, se lavo con agua por 30 min y se seco al
aire. (Si no hay bandas visibles se puede exponer otra pelicula por mas
tiempo). Nota: es importante guardar la membrana de nitrocelulosa con
los marcadores de peso molecular para poder sacar los PM de las

muestras.

Experimentos de recuperacion de antigeno con scFv soluble y Ni-NTA™
1. A la solucion obtenida del protocolo de disrupcién celular por sonicacion
(pH ~ 7) se le agregaron ~ 300 pg de scFv y se dejé en agitacion a 4°C
por 2-4 hrs.
2. Se agreg6 300 puL de Ni-NTA™ (Invitrogen™) y se dejé en agitacion a

4°C por 2-4 hrs.
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3. Se paso la solucion (~ 900 ulL) a una columna de exclusion por afinidad
de BioRad™

4. Se lavo con 50 mL PBS 1X pH 7.4 4°C.

5. Se lavé con 10 mL de amortiguador de lavado (20 mM de imidazol)

6. Se disocio el inmunocomplejo con 100 uL de amortiguador de elusién
(500 mM de imidazol)

7. Se dejo circular una vez ~ 170 pL de amortiguador de muestra (SB)

8. Se resuspendio el AffiGel°10 en SB.

9. De los pasos 6-8 se tomaron muestras etiquetadas como posible
antigeno.

10.Las muestras se analizaron en geles de poliacrilamida a varias

concentraciones (10,7.5y 15%) y se tifieron con AgNQOs.
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Biofilm.

Cebadores.

Eluir.

Inmunocomplejo.

Sonicar.

Glosario

Pelicula bacteriana; generalmente compuesta por

exopolisacaridos, proteinas y acidos nucléicos.

Fragmentos pequefios (~20 nucledtidos) de nucleétidos.

También se llaman oligonucledétidos o primers.

Separar o purificar una molécula, generalmente unida
quimicamente a una superficie (p.e. una matriz de agarosa
con un grupo quimico activado), por la accién quimica de

otra molécula.

Complejo quimico formado por atracciones electrostaticas

entre el CDR de un anticuerpo y su antigeno.

Aplicar fuerza mecanica por medio de ondas de ultrasonido

(Disrupcién celular por medio de sonicacion).
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ADNr

ALSD

CDR

CLS

cvC

ddH-0
has.
Ig

kDa

= 3 =

=]

PCR

PD

Abreviaciones

ADN ribosomal

Allmond Leaf Scorch Disease (quemadura de hoja

del almendro)

Complementarity Determining Region  (region

determinante de complementariedad)
Cofee Leaf Scorch (quemadura de hoja en el café)

Citrus Variegated Clorosis (clorosis jaspeada en

citricos)

agua bidestilada

hectareas

Inmunoglobulina

kilodaltones (también se utiliza kD)
micro

mili

molar

nano

pares de bases
Reaccion en cadena de la polimerasa.

Pierce’s Disease (Enfermedad de Pierce)



PM

RGB

SB

scFv

SDS
SDS-PAGE

SGB

Xf

potencial de hidrégeno
Peso molecular

running gel buffer (amortiguador de corrido)

sample buffer (amortiguador de muestra). Contiene

SDS y el agente reductor $-mercaptoetanol.

Single Chain Fragment Variable (fragmento variable
de cadena sencilla)

Duodecil Sulfato de Sodio

Gel de poliacrilamida con SDS

Stacking gel buffer (amortiguador de condensado)

Xylella fastidiosa
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