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RESUMEN

En la actualidad el mundo se enfrenta a grandes problemas como son el cambio climatico, la
seguridad alimentaria y la seguridad energética. El termino bioeconomia ha sido introducido como
respuesta para solventarlos. Debido a la capacidad para desarrollar modelos de manera sostenible.
Uno de los modelos mas utilizados en la actualidad es el “biofarming”, que consiste en la
produccion de moléculas en células vegetales. La obtencion produccion de biomoléculas, requieren
de una técnica de transfeccion capaz de traspasar la pared celular, sin causar la muerte de las
células. El sistema nanostraw ha presentados buenos resultados de transfeccion en células humanas,
debido a que ha combinado dos técnicas de transfeccion como son la electroporacion y la
microinyeccidn con nanomateriales. Por ello, la presente investigacion propone la expresion de una
biomolécula como la tripsina en suspensiones celulares de tabaco utilizando el sistema nanostraw.
Las condiciones optimas en la estandarizacion del sistema nanostraw fue de 36 V, 6 pulsos y 20 s
entre cada pulso, obteniendo una eficiencia del 0.27 % en la eficiencia de introduccion del plasmido
pSIM24. La expresion de tripsina en el modelo de suspensiones celulares transfectadas por el
sistema nanostraw presentd una eficiencia de expresion para el medio de 0,28423 mg de tripsina

/ml de medio y de la biomasa de 0,3913 mg de tripsina /Kg en la biomasa.

PALABRAS CLAVES:

e TABACO
e TRIPSINA

e NANOSTRAW
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ABSTRACT

At present, the world is facing major problems such as climate change, food security, and energy
security. The term bioeconomy has been a source of response to solve these. Due to the ability to
develop models of production of biomolecules of interest in various fields in a sustainable manner.
One of the most used models today is the "biofarming” in cell suspensions of tobacco, which
involves the production of molecules in plant cells. Obtaining cell suspensions that produce
biomolecules, the requirements of a transfection technique capable of go through the cell wall,
without causing cell death. The nanostraw system has been successful transfection results in human
cells, because it has combined two transfection techniques such as electroporation and
microinjection with nanomaterials. For that, the present investigation proposes the expression of a
biomolecule such as the trypsin in cell suspensions of tobacco using the nanostraw systemThe
optimal conditions in the standardization of the nanostraw system were 36 V, 6 pulses and 20 s
between each pulse, obtaining an efficiency of 0.27% in the efficiency of the introduction of the
pSIM24 plasmid. The expression of tripsyn in the model of cell suspensions transfected by the
nanostraw system showed an expression efficiency for the medium of 0.28423 mg of trypsin / ml

of medium and of the biomass of 0.3913 mg of trypsin / kg in the biomass

KEYWORDS:

e TOBACCO
e TRYPSIN

e NANOSTRAW



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacién del problema

La tripsina es una de las enzimas digestivas mas importante a nivel mundial por su variedad
de aplicaciones en la industria y la medicina. En la lista de productores de tripsina constan paises
como Estados Unidos, China, Japon y la Unién Europea. Segin Global Info Research, en el afio
2017 el mercado de la tripsina recombinante creci6 en un 6.66% llegando a una produccién de 120

millones de litros y una ganancia de 37 millones de délares (Global Info Research, 2018).

En América del sur la produccidn de tripsina se limita a la obtencidn de esta enzima a partir
del pancreas de bovinos y de cerdos. Sin embargo, el rendimiento de extraccion de la enzima es
bajo comparado con la gran cantidad de materia prima necesaria, lo que provoca un aumento en el
precio de venta (Woodard, et al., 2003). En Ecuador no existen registros de produccion de tripsina,
aungue se ha evidenciado la importacion de este producto para suplir necesidades en el campo

agricola, farmacéutico, industrial y alimenticio (MAG, 2018).

Los métodos de produccion masiva de proteinas, cominmente usados a nivel mundial,
consisten en la expresion de moléculas dentro organismos como bacterias, levaduras y células
vegetales. No obstante, en el Ecuador la falta de sistemas de produccion estandarizados en el pais,
han llevado al encarecimiento de estas moléculas y sus productos derivados (Ramirez M. , 2018).

Estos problemas junto con el incremento anual en la demanda de tripsina en la industria, convierte
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a esta proteina en un bioproducto de interés para la produccion masiva en sistemas de expresion

sustentables (Global Info Research, 2018).

De tal manera, que el objetivo de este trabajo es buscar un sistema de produccion
estandarizado capaz de obtener la tripsina como bioproducto para beneficiar al area productiva

gcuatoriana.

1.2 Justificacion del problema

Los procesos industriales en el Ecuador han involucrado la utilizacion de una gran cantidad
de enzimas, es asi que se estima que el 60% de enzimas utilizadas en esta area son proteasas (Haard,
2012). Las principales enzimas con aplicacion en la industria son la tripsina, bromelina y pepsina
(Kumar & Chand, 2005), las cuales se utilizan principalmente en curtido de cueros, cultivo celular,

produccion de farmacos, procesamiento de alimentos y formulacion de detergentes (Haard, 2012).

A pesar de la importancia de las enzimas en la industria, en el pais no existen empresas
dedicadas a la produccion de las mismas, lo que encarece el precio de los productos finales. Uno
de los factores para la inexistente produccion nacional es la falta de sistemas de produccion
eficientes, de bajo costo y responsables con el ambiente para la obtencidn de proteasas Utiles para

la industria.

En los Gltimos afios se han presentado como alternativas algunos sistemas capaces de
producir moléculas de interés industrial de manera sostenible y economicamente factible (Kumar

& Chand, 2005). Entre los principales sistemas utilizados se encuentran las bacterias, levaduras,
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animales y plantas (Meena & Hasrish, 2001). Actualmente se ha brindado un mayor énfasis a la
produccion de biomoléculas en modelos vegetales conocido como “biofarming”, debido a la
facilidad de escalamiento y manipulacion de estos modelos (Hellwing, Drossard, Twyman, &
Fischer, 2004). Se ha puesto especial interés en células vegetales de tabaco (Nicotiana tabacum),
por la alta tasa de expresion de proteinas heter6logas como anticuerpos, proteinas antibacterianas,
péptidos terapéuticos, enzimas, entre otros (Twyman, Stoger, Schillberg, Chritou, & Fishcer,

2003).

En el Ecuador, el “biofarming” no se ha desarrollado por el momento, debido a la falta de
técnicas estandarizadas de transfeccién que permitan la insercion de ADN foraneo para la
expresion de biomoléculas. Por tal razén, el sistema nanostraw que propone este trabajo de
investigacion es una alternativa para lograr la transfeccion, debido a la versatilidad que presenta
(Aalipour, Xu, Leal-Ortiz, Garner, & Melosh, 2014). Por lo antes mencionado, este trabajo plantea
una alternativa para la expresion de trispina heterdloga a partir de suspensiones celulares de tabaco

(Nicotiana tabacum) mediante la transfeccion con el sistema nanostraw.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Expresar tripsina heterdloga en suspensiones celulares de Nicotiana tabacum (tabaco)

mediante transfeccion por el sistema nanostraw.



1.3.2 Obijetivos especificos

e Cuantificar la viabilidad celular de los cultivos de tabaco antes y después de la
transfeccion con el sistema nanostraw.

e Determinar la eficiencia de transfeccion del sistema nanostraw en las suspensiones
celulares de tabaco.

e Evaluar la eficiencia de expresion de tripsina en las suspensiones celulares de tabaco.

1.4 Marco tedrico

1.4.1 Produccion de biomoléculas en modelos vegetales

La produccion de biomoléculas en modelos vegetales o biofarming consiste en la
sobreproduccion de moléculas necesarias para la industria en diferentes tejidos de plantas (Demain
& Vaishnav, 2009). En la ultima década, la expresion en modelos vegetales ha ganado fuerza
debido a la capacidad para usar la fotosintesis como fuente de energia y la gran cantidad de biomasa

atil en la planta para la produccion de proteinas (Xu, Dolan, Medrano, Cramer, & Weather, 2011).

Las plantas como modelo vegetal para la produccién de biomoléculas presentan varias
ventajas debido al potencial para producir moléculas con buena calidad y a bajo costo. La capacidad
que poseen las plantas de realizar la mayoria de las modificaciones post-traduccionales complejas
de los eucariotas, la flexibilidad en el escalamiento, la bioseguridad que otorga al no ser susceptible

a los patdgenos humanos y la facilidad de purificacion comparable con modelos procariotas, hacen
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que las plantas sean un modelo cada vez més utilizado en el mundo (Howard, Nikolov, & Hood,

2011).

Los principales modelos vegetales utilizados por su eficiencia de transformacién y por su alta
tasa de produccion son el maiz, la soya, el tabaco, el arroz, la papa, la alfalfa y la Arabidopsis.
Varios de estos han sido escalados a nivel industrial para la produccion de enzimas, anticuerpos y

proteinas terapéuticas (Davies, 2010) .

1.4.1.1 Nicotiana tabacum como bioféabrica celular

Nicotiana tabacum es una planta que tiene un tamafio medio entre 50 cm y 130 cm de altura
originaria del sur del continente americano, perteneciente a la familia de las solanaceas. Esta planta
es comunmente conocida por la importancia industrial en la obtencion de nicotina para la

produccion de cigarrillos (Mondragon, 2009).

Actualmente la planta de tabaco es utilizada como modelo vegetal para conocer los diferentes
ciclos bioldgicos y fisioldgicos de las plantas, los procesos de expresion, asi como la funcion de
genes y proteinas. En la industria biotecnoldgica se la ha utilizado como biofabrica debido al
amplio conocimiento que se tiene sobre esta y al alto rendimiento para acumular proteinas y

biomoléculas en sus diferentes tejidos (Xu, Dolan, Medrano, Cramer, & Weather, 2011)

Uno de los tejidos con mayor uso son las suspensiones celulares de tabaco. Las suspensiones
son cultivos celulares que se encuentran disgregados libremente en un medio liquido. Se obtienen
de un callo cultivado en medio sdlido, transferido a un medio liquido y mantenido en agitacion

constante (Fischer, Emans, Schuster, Hellwig, & Drossard, 1999). La fermentacion de
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suspensiones de tabaco se puede desarrollar utilizando el mismo equipamiento que el utilizado en
la fermentacion de los modelos procariotas. Este sistema presenta algunas limitaciones como son
la baja tasa de crecimiento celular, la variacién somaclonal y el silenciamiento de genes, sin
embargo, cada una de ellas puede ser optimizada con la adicion de nutrientes, precursores o

elicitores (Sato, Nakayama, & Shigeta, 1996).

Las suspensiones celulares en la biotecnologia han sido utilizadas en su mayoria para la
produccion de metabolitos secundarios naturales o heterélogos. Algunos de ellos son la shikonin,
las antocianinas, anticuerpos Yy algunos anticancerigenos como el taxol, vincristina y vinblastina

(Noble, 1990).

1.4.1.2 Expresion de biomoléculas en tabaco

El proceso de expresion de biomoléculas en tabaco se encuentra divido en tres etapas. La
primera etapa se refiere al disefio de la secuencia de la biomolécula (Fischer, Emans, Schuster,
Hellwig, & Drossard, 1999), en la cual se debe tomar en cuenta los procesos de extraccion y
purificacion dependiendo de la localizacion y conformacion de la proteina (Sato, Nakayama, &
Shigeta, 1996). La segunda etapa consiste en la transfeccion y la expresion del gen. La tercera
etapa es la fermentacidn, que consiste en la estandarizacion de los procesos de crecimiento para la

obtencion del mayor rendimiento posible (Fischer, Emans, Schuster, Hellwig, & Drossard, 1999).

1.4.2 Transfeccién en modelos vegetales

La transfeccidn es un procedimiento natural o artificial que permite la introduccion de

material genético foraneo (ADN o ARN) en organismos eucariotas. Esta técnica representa una
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herramienta para el estudio de la funcion, regulacion y expresion de genes (Kyung & Eberwine,

2010).

La transfeccion puede ser de tipo transitoria o estable dependiendo de la naturaleza del
material genético introducido (Recillas-Targa, 2006). Para el tipo transitorio, el ADN se introduce
de manera circular de tal forma que los genes expresados permanecen Unicamente durante un
tiempo limitado. Por el contrario el tipo estable, integra fragmentos de ADN lineal en su genoma,

permitiendo una expresion del gen permanente (Glover, Lipps, & Jans, 2005).

Se han realizado estudios con ambos tipos de transfeccion en diferentes organismos
eucaridticos, empleando modelos como hongos, células de mamiferos y plantas. La transfeccion
en plantas presenta un gran potencial debido a las diferentes aplicaciones en la investigacion basica
de plantas, en la biotecnologia moderna vegetal y el en cultivo molecular o biofarming (Chen,

Chou, Liu, Chang, & Lee, 2007).

En el afio de 1984 fue descrita por primera vez la insercion de material genético foraneo en
la planta de tabaco, Nicotiana tabacum (Narusaka, Narusaka, Yamasaki, & Iwabuchi, 2012). La
insercion se realizé a través del cocultivo con Agrobacterium tumefaciens (De Block, Herrera-
Estrella, Montagu, Schell, & Zambryski, 1984). A partir de estas investigaciones, el desarrollo de
las tecnologias de transform|acion hasta el dia de hoy se han ido incrementado, obteniendo como
resultado plantas modificadas genéticamente con resistencia a insectos, virus, bacterias y factores

abioticos (Keshavareddy, Kumar, & Vemanna, 2018).



1.4.2.1 Tecnologias de transfeccion

La transfeccion de plantas ha permitido la compresion de la funcion de varios genes y
proteinas, ademas del desarrollo de moléculas de interés a nivel industrial y farmacéutico (Maas &
Werr, 1989). Esto se ha dado gracias al amplio avance en las tecnologias de transfeccién (Narusaka,

Narusaka, Yamasaki, & lwabuchi, 2012).

El ingreso del material genético por medio de las tecnologias de transfeccion pueden darse
de forma bioldgica y no bioldgica. La forma bioldgica consiste en el uso de virus o bacterias como
vehiculos para la transferencia de genes (Keshavareddy, Kumar, & Vemanna, 2018). La principal
bacteria utilizada es el Agrobacterium tumefaciens, la cual causa tumores en la planta, debido a su
habilidad para transferir parte de su ADN plasmidico en el genoma nuclear de la planta infectada

(Gelvin, 2000).

La forma no biologica consiste en el uso de metodos fisicos o quimicos para el ingreso del
material genético (Birch, 1997). Los métodos quimicos utilizan las propiedades de compuestos
como el polietilenglicol para cambiar la carga y estructura de la membrana celular, abriendo poros
en la misma para el paso del ADN (Marthur & Koncz, 1997). Los métodos fisicos consisten en
aplicaciones de pulsos eléctricos, punciones o descargas de materiales a presion a través de la

membrana celular para el ingreso del ADN a la célula (Sanford, Klein, Wolf, & Allen, 1987) .

1.4.2.1.1 Electroporacion

La electroporacion es un método directo de transfeccidon, que aprovecha los campos

eléctricos fuertes para abrir canales fisicos temporales en la bicapa lipidica, permitiendo introducir
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moléculas polares dentro de las células (De Palma, 2014). La técnica fue disefiada para la insercion
de material genético en células animales, sin embargo, en afios posteriores esta técnica se adaptd

para el uso en plantas (Terzaghi & Cashmore, 2012).

La técnica de electroporacién ha presentado un gran potencial en procesos de transfeccion
en plantas debido a su facilidad y bajo costo, sin embargo se ha limitado su uso debido al
requerimiento de material vegetal especifico para su aplicacién como los protoplastos (Fromm,
Taylor, & Walbot, 1986). La principal limitante es la rigidez y fortaleza de la pared celular que
restringe el paso del ADN. Segln Lindsey & Jones (1987), se ha logrado transfectar granos de

polen, protoplastos y algunos tejidos intactos (Lindsey & Jones, 1987).

1.4.2.1.2 Microinyeccion de carburo de silicio

Las fibras de carburo de silicio son nanomateriales con un diametro entre 5 a 150 um,
compuestos por una composicion de carbono vy silicio. La composicion proporciona una gran
resistencia a la temperatura, expansion térmicay corrosion quimica, ademas de un bajo peso y gran
fuerza de resistencia (Maxwell, Chavez, Springer, Maskaly, & Goodin, 2007). Debido a las
propiedades de este compuesto se lo ha utilizado en la industria y en la investigacion (Kaeppler,

Gu, Somers, Rines, & Cockburn, 1990).

En el area de investigacion se ha aprovechado este material para realizar transfeccion y
transformacion a nivel celular. Para lograrlo se ha desarrollado microproyectiles recubiertos con
material genético, los cuales son capaces de penetrar la pared celular al aplicar una fuerte

homogenizacion (Klein, Wolf, Wu, & Sanford, 1987) . La tecnologia de microinyeccion se ha
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utilizado en células de insectos y en suspensiones celulares vegetales, llegando a tener eficiencias

de alrededor de 0.001 % de transformantes (Kaeppler, Gu, Somers, Rines, & Cockburn, 1990).

1.4.2.1.3 Sistema nanostraw

El sistema nanostraw consiste en un dispositivo que combina la técnica de electroporacion y
la de microinyeccion. Esta técnica contiene una placa sobre la que se encuentran depositados
nanotubos (20 nm) de éxido de aluminio y policarbonato, los cuales permiten el paso del ADN

mediante el equipo de electroporacion con voltajes bajos (Figura 1)( (Xie, et al., 2013).
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Figura 1. Dispositivo Nanostraw.

La union de las dos técnicas de transfeccion permiten el incremento en la eficiencia de
insercién de moléculas y la disminucién en la muerte celular, debido a la capacidad del
dispositivo para centralizar la apertura de canales en un solo punto de la célula con el uso de

menores voltajes (Aalipour, Xu, Leal-Ortiz, Garner, & Melosh, 2014). La técnica ha conseguido
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una eficiencia del 81 % y una viabilidad celular mayor al 98 % en la transfeccion de suspensiones

celulares de mamiferos (Xie, et al., 2013).

1.4.2.2 Importancia de la transfeccion

La transfeccion en plantas ha tenido un gran potencial en la ciencia basica, debido a que ha
sido utilizado para el estudio de la actividad, funcién y expresion de genes. Ademas de facilitar el
entendimiento de la regulacion genética y bioquimica de los sistemas complejos adaptivos y de

crecimiento de las plantas. (Klee, Horsch, & Rogers, 1987).

La transfeccion ha permitido explotar de igual manera la capacidad para otorgar nuevas
caracteristicas fenotipicas a los cultivos, buscando aumentar la produccion sustentable de alimentos
a través de la disminucion del uso de quimicos peligrosos, gracias a las plantas resistentes a las
plagas. Ademas se han obtenido modelos de produccion a partir de plantas capaces de generar
eficazmente y eficientemente productos farmacéuticos y nutracéuticos a nivel industrial que

satisfagan la demanda para el area de la salud (Potenza, Aleman, & Sengupta, 2004).

1.4.3 Biomoléculas de interés comercial

En los dltimos afios como respuesta a los grandes problemas del mundo, como son el cambio
climatico, la seguridad alimentaria, la salud, la reestructuracion industrial y la seguridad energética,
se han introducido algunos términos como es el caso de la bioeconomia (Bugge, Hansen, &
Klitkou, 2016). Este término ha ganado fuerza debido a su capacidad para crear soluciones de
manera sustentable, amigable con el ambiente y rentable econémicamente (Pulzl, Kleinschmit, &

Arts, 2014). Entre los mayores logros se encuentran la produccion de biocombustibles a partir de
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desechos industriales, produccion en masa de biomoléculas de interés industrial en espacios

reducidos y la obtencion de biomoléculas como tratamientos en la medicina (Richardson, 2012).

Las biomoléculas han generado gran interés en el mundo debido a que representan una
solucién en diferentes areas. En el area de la salud se han desarrollado tratamientos alternativos
contra patégenos que han creado resistencia a los farmacos convencionales, tratamientos para
enfermedades sin cura y medicamentos con menores efectos secundarios que los medicamentos

existentes en la actualidad (Baneyx, 1999).

En el area industrial se han generado productos como biocombustibles, lubricantes,
aditamentos y aceites para el sector automotriz. También se han mejorado procesos industriales
como la obtencion de alcohol y el uso de enzimas en la curtiembre de textiles para la reduccion de

contaminantes (Karra, Trigui, Yust, Awad, & Garcia, 2018).

En el area agricola se han creado nuevos biocontroladores de patdgenos como las defensinas
y péptidos provenientes de genes de inmunidad primariay moléculas capaces de otorgar proteccion
a la planta frente factores abioticos o rayos UV como la rutina y la kercetina (Komarnytsky,

Borisjuk, Borisjuk, Alam, & Raskin, 2000).

En el area alimenticia se han desarrollado péptidos para la desinfeccion y conservacion de
alimentos, asi como moléculas capaces de evitar la oxidacion de frutas y vegetales. Se han
desarrollado ademas enzimas como la tripsina y la quimosina para fabricar alimentos procesados

como embutidos, quesos y vinos gourmet (Maliga & Bock, 2011).
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1.4.3.1 Tripsina

La tripsina (E.3.4.21.4) es una enzima de 23.3KDa, cuya funcion es hidrolizar los enlaces
peptidicos en la unién C terminal de los residuos de lisina y arginina (Baird, 2017). Esta enzima
comunmente se la encuentra como un zimdgeno cuando el péancreas es estimulado por la
colecistoquinina, para una posterior activacion por un corte en su estructura por la enteropeptidasa

(Gudmundsdottir, Stefansson, & Bragi, 2013).

Las condiciones normales de trabajo de la enzima varian en relacion del organismo que las
produce, lo cual depende de la temperatura que podré estar en el rango 4°C a 65 °C y del pH 7 a 8.
Es importante conocer las condiciones 6ptimas de trabajo de la enzima, ya que esto ayudara a evitar
la autolisis de la proteina y las modificaciones por metilacion reductivas. Logrando asi conservar

la estructura nativa de la proteina (Barret & Rawlings, 1994).

1.4.3.1.1 Usos de la tripsina

La tripsina es una enzima digestiva que tiene un gran nimero de aplicaciones medicinales
e industriales. Esta enzima tiene la capacidad para realizar una protedlisis controlada, lo que le
otorga una gran especificidad durante los procesos industriales (Macouzet, Simpson, & Lee, 2005).
La tripsina es ampliamente utilizada por su estabilidad bajo condiciones industriales como altas

temperaturas, pHs alcalinos y presencia de surfactantes y agentes oxidantes (Ktari, et al., 2012).

En el area alimenticia la tripsina se ha sido utilizada como controlador de péptidos
hipoalergénicos, estabilizador de cerveza durante el congelado, ablandador de carne, suavizante de

la textura de mariscos, controlador de aromas de quesos y productos lacteos, ademas como
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catalizador para la obtencion de proteinas para embutidos y sazonadores. Inclusive como aditivo

enzimatico para el horneado de pan (Polgar, 2005).

En el area agropecuaria se ha utilizado como suplemento alimenticio para mejorar la
asimilacién de nutrientes en la crianza de bovinos, porcinos y peces (Sagiv, 2001). También se ha
descrito como un potencial insecticida y herbicida para el campo agricola (Vasquez, Revin, Higaki,

& Creaik, 1989).

En el &rea industrial se emplea como suplemento en detergentes para retirar manchas de
ropas, en la fabricacion de alimentos a partir de residuos industriales, ademas de ser usado como
precursor para obtener materias primas como harinas, aminoacidos y colageno hidrolizado. (Pratt,

Voet, & Voet, 2008).

En el area de la salud ha servido como facilitador de la digestion, disolvente de coagulos
sanguineos y desinflamante, mientras que en el area de investigacion biomédica se usa para el
cultivo celular, para la identificacion de la estructura péptidos por espectrometria de masas y la

secuenciacion de distintos péptidos (Harel, et al., 2019).

1.4.3.1.2 Obtencion de tripsina

La extraccion de tripsina generalmente se realiza del pancreas de bovinos y porcinos,
aunque en la ultima década ha tomado fuerza la extraccion a partir de modelos de expresion de
ADN recombinante como bacterias, levaduras y plantas (Macouzet, 2004). La obtencion usual de

tripsina se ha desarrollado por medio de pancreas de bovinos y porcinos debido a la facilidad en
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los procesos de extraccion y purificacion, sin embargo se ha dejado de lado este método por el bajo

rendimiento y el alto costo de la materia prima (Baneyx, 1999).

El modelo de expresion mas utilizado ha sido la bacteria Escherichia coli, la cual ha
proporcionado un alto nivel de expresion y una alta densidad celular. Sin embargo, este modelo
presenta algunos problemas en la purificacion por la formacion de cuerpos de inclusiéon (Yee &
Blanch, 1993). Otro modelo utilizado es la levadura Pichia pastoris, la cual presenta altos niveles
de expresion en fermentadores de hasta 5 L. Este modelo con levaduras presenta problemas cuando
se emplean fermentadores méas grandes, lo cual impide el escalamiento industrial (Macouzet,
Simpson, & Lee, 2005). Por ultimo, se ha utilizado al maiz como modelo vegetal para la
sobreexpresion de tripsina en la raiz. Este modelo proporciona un buen rendimiento y facilidad en
la purificacion, sin embargo, el escalamiento implica un mayor infraestructura en comparacion con

los otros modelos (Woodard, et al., 2003).

1.5 Hipotesis

La transfeccion con el sistema nanostraw permite la expresion de tripsina en suspensiones

celulares de Nicotiana tabacum (tabaco).
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

La presente investigacion ha sido elaborada por Diego Garzon Freire egresado de la Carrera
Ingenieria en Biotecnologia, bajo la tutoria de la Dra. Karina Proafio Ph.D. jefe del laboratorio de
Biotecnologia Vegetal y la asesoria de Sergio Leal Ortiz Ph.D. investigador de la Universidad de
Standford de Estados Unidos. El financiamiento de la investigacion estuvo a cargo del Laboratorio

de Biotecnologia Vegetal de la Universidad de las Fuerzas Armada-ESPE.

2.2 Zona de estudio

El trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE campus ubicado en Sangolqui, ubicado en el canton
Rumifiahui, de la Provincia de Pichincha en la Av. General Rumifiahui S/N y calle Ambato, Sector

Santa Clara, Latitud: 0°18'53"S, Longitud: 78°26'36"0.

2.3 Duracion de la investigacion

El tiempo de duracion de esta investigacion fue de aproximadamente 12 meses. Se inici

en el mes de mayo del 2018 y culminé en mayo del 2019.
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2.4 Metodologia

El presente estudio se realizd en tres fases: La primera fase consistié en la obtencion de
suspensiones celulares, las cuales se obtuvieron a partir de cultivos de callo de tabaco del
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad de las Fuerzas Armadas. En la
segunda fase se estandarizé el sistema nanostraw utilizando microscopia de fluorescencia y en la

tercera fase se analizo la expresion del gen de tripsina en células vegetales.

2.4.1 Obtencion y viabilidad de suspensiones celulares de tabaco

Las suspensiones celulares se obtuvieron a partir de callos friables de tabaco de la variedad
BY2 de un mes de edad. En los ensayos, las suspensiones celulares se prepararon colocando en un
erlenmeyer de uno a dos gramos de callo por cada 100 ml de medio Murashige & Skoog (MS) e
incubando en agitacion a 28°C a 300 RPM. A partir de lo cual se procedié con el conteo cada dos
dias del numero de células viables, para obtener un cultivo con mayor viabilidad. Cada cultivo
establecido se lo subdividié en erlenmeyers con 100 ml de medio Murashige y Skoog para
incrementar el nimero de las suspensiones celulares. Los subcultivos fueron cambiados de medio

cada 7 dias.

La viabilidad celular consistio en un ensayo de fluorescencia con PI (yoduro de propidio),
debido a la capacidad que tiene de ingresar a la célula y tefiir el nucleo cuando la membrana celular

ha sufrido un dafo.

El ensayo se llevo a cabo a partir de un cultivo de suspensiones celulares madre, el cual fue

diluido a 50000 células en 400 ul de medio MS. La viabilidad se evalu6 cada 2 dias después de la
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siembra. La evaluacion se llevé a cabo en el microscopio invertido Olympus 1X 53, con un filtro
rojo de absorbancia de 600-680nm y el conteo celular se lo realizd utilizando el programa Cell

Sens.

2.4.2 Extraccion del plasmido

El aislamiento y purificacion del plasmido se realiz6 comparando tres métodos diferentes.
El primero usando el kit Pure Link Quick Plasmid Miniprep de la casa comercial Thermofisher, el

segundo utilizando el método de Lisis Alcalina y el tercero una combinacién de ambos.

El primer método se llevo acabo utilizando 3 ml de medio saturado LB con Escherichia
coli DH5alfa. Las bacterias se centrifugaron a 13000 RPM por 1 minuto. Se recolecté el pellet y
se resuspendid en 250 ul de buffer R3 y 250 ul de buffer L7. Se dej6 reposar la mezcla por 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadié 350 ul de Buffer N4 y se homogenizé
por inversion. La mezcla fue centrifugada por 10 minutos a 13000 RPM. EIl sobrenadante obtenido
se coloco en una columna de silica y se centrifugd a 13000 RPM por 1 minuto. La purificacion fue
realizada haciendo lavados con 500 ul del buffer W10 y 700 ul del buffer W9 y una posterior
centrifugacion por 1 minuto a 13000 RPM por cada uno de los buffers. Finalmente, se eluyo el

plasmido con 75 ul de buffer TE por 2 minutos a 13000 RPM.

El segundo método es una modificacion del método de Lisis Alcalina de Sambrook y
Russell(2001). Este consiste en la separacion del ADN plasmidico del gendmico a través de la
desnaturalizacion del ADN por medio de la variacion del pH. EI método inicia con una

centrifugacion de 13000RPM por 1 minuto a 3 ml de medio saturado con bacterias. El pellet se
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resuspendid en 250 ul de solucion de Lisis 1 (50mM glucosa o dextrosa, 25 mM Tris-HCI pH 8,
10mM EDTA pH 8), y se dejo incubar por 2 minutos. Luego se colocd 250 ul de la solucién de
Lisis 2 ( 0,2N NaOH, 1 % (w/v) SDS), se homogenizd por inversién y se incubd por 5 minutos
en hielo. Posteriormente se coloco 350 ul de solucidn de Lisis 3 (5M de acetato de potasio, acido
glacial acético) y se incub6 inmediatamente por 10 minutos en hielo. Pasado el tiempo de
incubacion se centrifugd por 10 minutos a 13000RPM. El sobrenadante resultante se purificd
utilizando el doble del volumen de etanol absoluto y se centrifugé a 13000 RPM por 30 minutos.
El pellet resultante se lavé con etanol al 70% y se centrifugd por 20 minutos a 13000RPM.

Finalmente, el pellet se resuspendi6 en 50 ul de agua DEPC.

El tercer método consistié en una combinacion del primer y segundo método, en el cual se
utilizo las soluciones de extraccion del Kit y se usé el sistema de purificacion del método de Lisis
Alcalina. Se centrifugaron a 13000 RPM por 1 minuto las bacterias del cultivo inicial. EIl pellet
resultante se resuspendi6 en 250 ul de buffer R3 'y 250 ul de buffer L7. La mezcla se dejo reposar
por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadié 350 ul de Buffer N4 y se
centrifugo por 10 minutos a 13000 RPM. EI sobrenadante obtenido se mezclé con el doble del
volumen de etanol absoluto y se centrifug6 a 13000 RPM por 30 minutos. El pellet resultante se
lavd con etanol al 70% y se centrifugd por 20 minutos a 13000RPM. Finalmente, el pellet se

"resuspendié en 50 ul de agua DEPC.
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2.4.3 Estandarizacion del sistema nanostraw

La estandarizacion del sistema nanostraw se realizo a través de la cuantificacion de la
viabilidad y la eficiencia de insercion del Pl bajo los efectos de: diferentes soluciones, fuerzas de

centrifugacion, voltajes, namero de pulsos y tiempo de descanso de los pulsos.

2.4.3.1 Seleccion de la solucién de electroporacion

Para seleccionar la solucién éptima de transfeccion, se evalu6 la capacidad de cada solucion
para conducir el plasmido pSIM24 del primer compartimento hacia el compartimiento donde se
coloca las células. Se midi6 la concentracion inicial del plasmido diluido en las soluciones PBS 1X
(0.137M Cloruro de Sodio, 0.0027M Cloruro de potasio, 0.01M Fosfato disddico, 0.0018M fosfato
monopotasico), EPR (10 mM MES, 10 % glucosa, 4mM cloruro de sodio), TE (10mM Tris HCI,
1mM EDTA) y Cloruro de Calcio (12mM) para cada uno de los casos en el espectrofotometro
Nanoview de General Electrics. Luego se procedid hacer una electroporacion e 3 pulsos de 40
segundos a 15 V, 200us, 40 hz, con un descanso de 80 segundos entre pulsos utilizando el sistema
de entrega NAV100 de la empresa NAVAN. Finalmente se midi6 la concentracion de plasmido en

el compartimento donde se encuentran las células.

2.4.4.2 Seleccion de la fuerza de centrifugacion

La seleccion de la fuerza de centrifugacion optima se realizo a través de la evaluacion de la
eficiencia de insercion del Pl dentro de las células y la viabilidad celular. En el ensayo se evaluaron

las fuerzas de centrifugacién de 200, 250 y 300 g, tomando en cuenta el resultado de la seleccién
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de la solucién de electroporacion y las condiciones de electroporacion de 3 pulsos de 40 segundos

a 15V, 200us, 40 hz, con un descanso de 80 segundos entre pulsos.

Las células se prepararon utilizando 5 ml de un cultivo de 72 horas, las cuales fueron
centrifugadas por 5 minutos a 5000 revoluciones y resuspendidas en PBS 1 X, luego se llevaron a
una concentracion de 50000 celulas en 350 ul de PBS, mientras que el cargo o la solucion de

traspaso se prepar6 en una relacion Pl: PBS de 1:7.

Para el ensayo de viabilidad se colocaron las suspensiones celulares en la cubeta nanostraw
y se centrifugaron por 5 minutos para cada una de las fuerzas de centrifugacion, luego de lo cual

se realizo el ensayo de viabilidad celular.

En el ensayo de eficiencia se analizd las fuerzas de centrifugacion después de la
electroporacion utilizando las condiciones mencionadas anteriormente y 70 ul de la solucion de
traspaso. La evaluacion se llevo a cabo en el microscopio invertido Olympus 1X 53, con un filtro

rojo de absorbancia de 600-680nm.

2.4.4.3 Seleccion de los parametros de electroporacion

Para seleccionar los parametros Optimos de electroporacién se tomd en cuenta tres
condiciones: el voltaje, el nimero de pulsos y el intervalo de tiempo entre cada pulso. Cada uno de
ellos se evalué de manera individual y el resultado de estos influyd en las condiciones de la
siguiente variable a evaluar. Para cada uno de los pardmetros se tendra como variables de respuesta

a la viabilidad y la eficiencia de insercién del PI.
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Para seleccionar el voltaje éptimo se realizd diferentes electroporaciones, variando el
voltaje y manteniendo las condiciones de 3 pulsos de 40 segundos a 200us, 40 hz, con un descanso
de 80 segundos entre pulsos. Ademas, se realiz6 una centrifugacion previa a la electroporacion de
las células en la cubeta nanostraw a 250 g. El voltaje se vari6 de 0 a 35 con un aumento de 5en 5
para cada uno de los tratamientos. Inmediatamente después de la electroporacion, se evalud la

viabilidad y la eficiencia de introduccion mediante microscopia de fluorescencia.

El intervalo 6ptimo entre cada pulso se selecciond disminuyendo en 20 segundos el tiempo
a partir de 60 s hasta 20 s. Las electroporaciones de cada uno de los tratamientos se realizaron
utilizando 3 pulsos de 40 segundos a 36 V,200us, 40 hz y variando el tiempo de descanso entre
cada pulso. Luego de la electroporacion se evaluo la viabilidad y la eficiencia de introduccion

mediante el método de fluorescencia.

El nimero de pulsos se evalud utilizando las condiciones de 40 segundos a 36 V,200us, 40
hz con un tiempo de 20 s entre pulso. Se utilizd un nimero de pulsos de 3 y 6 para evaluar la

condicion que otorga una mayor viabilidad y eficiencia de introduccién del PI.

2.4.4.4 Ensayo de introduccion del plasmido pSIM 24

La introduccién del plasmido pSIM24 se realizo utilizando PBS 1X o TE como solucion de
electroporacion. Las células se prepararon a una concentracion de 50000 células en 350 ul,
mientras que el cargo fue preparado a una concentracion de 20 ug de plasmido pSIM24 en 70 ul de
PBS 1x o TE. En la electroporacion se utilizaron las siguientes condiciones: 35 V, 6 pulsos con un

descanso de 20 segundos, 200 us, 40 hz y 40 segundos de pulso. Luego de la electroporacion se
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incubo por 2 horas en medio MS suplementado con 1mg/L de 2,4D. Posteriormente se colocé en
un medio MS suplementado con 1 mg/L de 2,4 D y 20 mg/L de kanamicina y se dej6 incubar por
72 horas. Se evalud el numero de células con fluorescencia verde en el microscopio invertido

Olympus 1X53, con filtro verde de absorbancia de 480 nm.

Para confirmar que la fluorescencia provenia del gen introducido se realizé una PCR directa de
los cultivos transformados utilizando el par de primer PSIM24
(F:CACAAATCAGAAGGAAGAGA y R: CCGATGATACGAACGAAG) para el gen GFP, con
el programa detallado en la Tabla 1. Las concentraciones de los reactivos utilizados en la PCR
directa se detallan en el Anexo 2. Finalmente se realizé una corrida electroforética del resultado en

un gel de agarosa al 1 % por 1 hora a 100v 300 mAmp.

Tabla 1
Programa de la PCR directa del gen GFP de células transformadas
Desnaturalizacion 95 °C 2 min
inicial
Desnaturalizacion 95 °C 45s
Anealing 55 °C 1 min
Extensién 72 °C 1 min
Extensidn final 72 °C 5 min

2.4.4.5 Ensayos de debilitamiento de pared de las suspensiones celulares

El ensayo de debilitamiento de pared se bas6 en tres metodoldgicas para disminuir la
fortaleza de la membrana o de la pared celular antes de la electroporacion. El primer pretratamiento

fue con DMSO al 1%, el cual fue preparado en TE. Este tratamiento consistio en la centrifugacion
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de las células a 13000 RPM por 5 minutos y en la resuspension de las células a una concentracion

de 50000 células en 350 ul de la solucion de DMSO al 1 %, previo a la electroporacion.

El segundo pretratamiento consistio en el debilitamiento de la pared celular utilizando una
solucién pectinasa al 0.5%. La solucion enzimatica se preparé en medio MS y se incubd 24 horas
a 4 °C para la activacion de la misma. Posteriormente, se centrifugd 10 ml de células y se
resuspendid 10 ml de solucién enzimatica. Luego se incubd la muestra por 1 hora. Finalmente se

lavé las células centrifugandolas a 5000 rev por 5 minutos para resuspenderlas en 10 ml en TE.

El tercer pretratamiento fue una preplasmolisis, el cual consistio en la incubacion de 1 hora
con 1 ml de solucion EP (5 mM de CaCl2, 10 mM NacCl, 8.7% de glicerol, 0.4M sucrosa , 10Mm

MES) a temperatura ambiente.

Luego de los pretratamientos se realizé la introduccion del plasmido y su posterior
evaluacion, utilizando la metodologia descrita en el ensayo de la introduccion con el plasmido

pSIM24.

2.4.4.6 Viabilidad celular post-transfeccion

La viabilidad celular consisti6 en un ensayo para evaluar la fuente de carbono que
aumentaba la viabilidad celular de los transformantes durante el tiempo. El ensayo consistié en
colocar las suspensiones celulares inmediatamente después de la electroporacion en medio MS

suplementado con 1 mg/L de 2,4 D mas glucosa, sacarosa, sucrosa, manitol o manosa
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respectivamente en cada tratamiento por 1 hora. Luego se cambid las células al mismo medio
aumentado con 50 mg/L de Kanamicina por 5 dias. La evaluacion de la viabilidad celular y de los

transformantes se la realiz6 diariamente utilizando microscopia de fluorescencia.

2.4.5 Expresion de tripsina

2.4.5.1 Diseiio del gen de la tripsina

El gense disefid utilizando la secuencia de la tripsina anionico de Bos Taurus

(https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/CAA38513), obtenida del ENA (European Nucleotide

Archive) y conservando una secuencia de sefializacion para la expulsion del péptido de la célula.
Adicionalmente se afiadio un sitio de corte para Hind 111 en el extremo 5" y Xbal en el extremo 3
y 10 nucleotidos extras para permitir el corte de las enzimas de restriccion (Fig. 2). Finalmente se

envio a sintetizar de manera quimica el gen a la casa comercial Thermo Fisher®.


https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/CAA38513
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Figura 2. Disefo del Gen de tripsina (TRP).

2.4.5.2 Clonacion del gen de tripsina

Para clonar el gen de tripsina se realizd una digestion por 5 horas del plasmido pSIM24 y
del gen TRP con las enzimas Hindlll y Xbal utilizando dos diferentes buffers de corte (Tango o
React 2). Las concentraciones utilizadas en la digestion se muestran en la Tabla 2. Luego del corte,

los fragmentos fueron corridos en un gel de agarosa al 1% por 1 hora a 100V y 300 mAmp.

Tabla 2
Concentraciones de los reactivos de la digestion Psim24 y TRP
Reactivo Cantidad
(uh
Buffer 5X (Tango o 2
React 2)

ADN (pldsmidoo gen) 1

Xbal
HindlIl 2
Agua DPC 16
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A continuacion, se corto la parte del gel que contenia los fragmentos de interés, los cuales

se purificaron utilizando el kit QIAquick Gel Extraction. Los fragmentos se disolvieron por 10
minutos a 50°C con el buffer QG en una proporcion de 100 ul por 100 mg de gel. Luego se afiadid
1 volumen de isopranol y se colocé en la columna de separacion. La columna se centrifug6 por 1
min a 13000 rev y se reconstituydé con 750 ul de buffer PE para centrifugar nuevamente. La
recoleccion del ADN se realiz6 colocando 50 ul del buffer EB en la columna y se centrifug6 en un

tubo de recoleccion.

La ligacién del gen TRP dentro del plasmido pSIM24 se la realiz6 utilizando una ligasa T4.

En la Tabla 3 se muestra los reactivos empleados para la ligacion.

Tabla 3

Reactivos de la ligacion del plasmido pSIM 24 y gen TRP
Reactivo Cantidad

(ul)

Buffer 5X 4

ADN 3
plasmido

ADN gen 15

TRP
Ligasa 1
AguaDPC 8

El producto obtenido de la ligacion se lo inserto en la bacteria Escherichia coli, colocando
100 ul de células competentes DH5alfa y 10 ul de producto de ligacion en una cubeta de

electroporacion. La mezcla se electropord a 1.8V e inmediatamente después se la incub6 en 1 ml
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de LB sin antibiotico a 37 °C. Posteriormente se sembré 200 ul de las bacterias en LB con 100

mg/L de ampicilina y se dejo incubar por 48 horas a 37°C.

La identificacion de bacterias que contenian el gen TRP se realizd6 mediante una PCR colony,
utilizando el programa detallado en la Tabla 4 y el par de primers TRP (F:
TCCCCTGCTTATCCTTGCCT y R:CTGGAGCTGTCCGTTGCAA). En el Anexo 3 se adjunta

las concentraciones de los reactivos necesarios.

Tabla 4
Programas para la PCR colony del gen TRP de células transformadas
Desnaturalizacion 95 °C 2 min
inical
Desnaturalizacion 95 °C 455
Anealing 60 °C 1 min
Extension 72 °C 1 min
Extension final 72°C 5 min

Los productos de la reaccidn se corrieron en un gel de agarosa al 1%. Finalmente, las colonias que
contenian el gen fueron resembradas en medio LB con 100 mg/L de Ampicilina y después de un
dia de incubacion se mezclaron con 1 ml de glicerol al 10 % para su posterior almacenamiento a -

-80 °C.

2.4.5.3 Introduccion del gen de tripsina

La introduccion del gen de tripsina se realizé obteniendo el plasmido a través del método

combinado de extraccion. Las células se prepararon con pectinasa al 0.5% y la electroporacion se
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realizd con la solucion TE, en base a las condiciones Optimas obtenidas del ensayo de
debilitamiento de pared. Finalmente, la verificacion de la introduccion del gen se realizé mediante
una PCR directa utilizando los primers del gen TRP. Los resultados se evaluaron a través de una

corrida electroforética en un gel de agarosa al 1 %.

2.4.5.4 Evaluacion de la expresion de tripsina

La expresion de la tripsina se evalud diariamente por 6 dias durante el periodo de seleccion
con kanamicina. Después del periodo de seleccion, las células se centrifugaron a 5000 rev por 5
minutos para separar el medio de la biomasa. La biomasa como el medio resultante fueron
resuspendidos en 15 ml de tampdn de extraccion (50mM Tris HCI pH 7.5, ImM EDTA, 10 mM
ETSH) y a1 ml de TEMED. Posteriormente se congelaron las mezclas utilizando nitrogeno liquido
y se homogenizaron utilizando pistilos de plastico. La mezcla obtenida fue centrifugada a 10000

rpm por 20 minutos. Finalmente, el sobrenadante resultante fue transferido a un tubo limpio.

La evaluacion de la expresion de proteina se realizo a través del método de Bradford. Para
la obtencion de la curva estandar, se prepard tubos de BSA (Suero de albumina bovina) diluidos
en cloruro de sodio(0.15M) a concentraciones de 0, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 ug/ul. Luego se mezclo
800 ul de la solucion de BSA 'y 200 ul de la solucion de Bradford (50 mg Coomassie G-250, 50 ml
de metanol y 100 ml de Acido fosforico al 85%) para medir en un espectrofotémetro a una longitud
de 595 nm para cada una de las concentraciones. Para cada una de las extracciones se realizo el
mismo procedimiento y se extrapolo la absorbancia utilizando la curva de estandarizacion.

Finalmente, para obtener la eficiencia se comparoé cada uno de los tratamientos con el control.
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2.5 Disefio experimental

En los ensayos se utilizd un disefio experimental completamente al azar con distintos
tratamientos. en los que se evalud una variable independiente y varias variables dependientes como

la viabilidad y la eficiencia por ensayo (Anexo 5).

2.6 Andlisis estadistico

Los resultados de los ensayos se analizaron con ayuda del software R para confirmar el
efecto de cada uno de los parametros sobre la viabilidad y la eficiencia. Se utilizé un analisis de

varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.05 (a=0.05).
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Las suspensiones celulares necesarias para la investigacion, se obtuvieron a partir de callo

no embriogénico de tabaco. Se evalud la concentracion de callo (1 'y 2 g/ml) en relacién al namero

de células disgregadas en el medio. El cultivo con 2 g de callo mostré una mayor cantidad de células

iniciales, con el tiempo se pudo observar una leve disminucion en el nimero de células hasta

estabilizar su decaimiento en el décimo dia (Figura 3A). El cultivo con 1g de callo durante la

evaluacion presenté un aumento celular creciente desde el dia 2 hasta el dia 16 (Figura 3B).

Obtencion de suspensiones celulares

A Concentracion 1 g/ml Concentracion 2 g/ml

o
54500 o
o

38000
1

Numero de células
o
Numero de células
53500
1

36000
1
o
52500
1
i
!

dias dias

Figura 3. Numero de células disgregadas en el medio MS en relacion a la concentracion de

callo durante 16 dias.A: Concentracion 1 g/ml de callo, B:Concentracion 2 g/ml de callo
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EL ensayo de viabilidad celular se realizd6 mediante la tincién de ndcleos de células de
tabaco con PI, utilizando microscopia de fluorescencia (Fig 4). Este experimento evalud la

mortalidad de células (ndcleos tefiidos) en dos concentraciones de callos (1 'y 2 g/100ml).

Viabilidad de las suspensiones celulares

Callo 1g/100mL Callo 2g/100mL

Figura 4. Ensayo de tincion de ndcleos para determinar viabilidad de las suspensiones celulares de
tabaco en las concentraciones de 1g/100mL y 2g/100mL

El cultivo de 1 g de callo mostr6 una viabilidad constante de aproximadamente 99.7%

durante todo el periodo de evaluacién (Fig 5A). En cambio, el cultivo de 2 g de callo mostr6 una
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disminucion de viabilidad de 0.6 % durante los primeros 12 dias hasta igualar la viabilidad del

cultivo de 1 g (Fig 5B).

Viabilidad de la suspension celular
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Figura 5. Viabilidad de las suspensiones celulares de tabaco para las concentraciones de

1g/100mL y 2g/100mL callo durante 16 dias

Estos resultados sugieren que una menor cantidad de callo beneficia tanto a la proliferacion

como a la viabilidad celular.

3.2 Extraccion del plasmido

En los ensayos de extraccion de plasmido se evalud los resultados de tres diferentes
protocolos, el kit Qiagen de Thermo Fisher, el método de Lisis Alcalina y un método Combinado
de los dos anteriores. En estos protocolos se evalu6é ademas el efecto de la temperatura durante la
centrifugacion. En la figura 6 se puede observar los resultados de la comparacion entre los tres
protocolos y el efecto de la temperatura sobre los mismos. En la figura se pudo evidenciar que la

baja temperatura durante el proceso de centrifugacion es un paso indispensable, debido a la
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ausencia de bandas de 8000 bp o superior en los tres protocolos. Se observo que tanto el método
de extraccion con Kit como el combinado fueron capaces de obtener la banda que corresponde al

tamafio del plasmido.

Extraccién del plasmido con diferentes protocolos

M _T1 T1 T2 T2 T3 13 T4 14 5 5 16 T6
- “-Mf\ ~ 3 = »

-~ .

M:Marcador

Sin control de Temperatura
T1:Kit Qiagen

10000bp T2:Lisis Alcalina

6000bp T3:Combinado

4000bp

3000bp Con control de temperatura

2000bp T4:Kit Qiagen
T5:Lisis Alcalina
T6:Combinado

1000bp

Figura 6. Gel de electroforesis al 1% de la comparacion de los tres protocolos de
extraccion del plasmido pSIM24 con control de temperatura (T1,T2 y T3) y sin control
de temperatura(T4,T5 y T6)

A continuacion, se realizaron ensayos entre el kit Qiagen y el método combinado para
determinar el protocolo con mayor eficiencia. La evaluacion se realiz6 a través de las mediciones

de la concentracion y la calidad del ADN plasmidico obtenido por ambos métodos (Tabla 5).
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Tabla 5
Concentracion y calidad de las diferentes extracciones del plasmido utilizando el Kit Qiagen y el
método combinado

Tratamiento Concentracion (ng/ul) 260/280
Método combinado 6390 1,97
Kit Qiagen 1000 1,94

Al comparar los métodos de extraccién se pudo observar que el método combinado
presenta mejores resultados en la concentracién y calidad de ADN. Estos resultados se confirman
mediante la prueba Tukey (Anexo 4), donde se observa que el método combinado presenta una
concentracion de ADN significativamente mayor y una calidad similar en relacién a la extraccion
con el kit Qiagen. Estos resultados pueden indicar que el método de purificaciéon con solventes
permite tener una menor perdida de ADN plasmidico en comparacion con la columna de

purificacion de silica empleada en los Kits de extraccion.

3.3 Estandarizacion del sistema nanostraw

3.3.1 Evaluacion de las soluciones de electroporacion

En este ensayo se evalud diferentes soluciones de electroporacion para seleccionar el mejor
medio de transporte, el cual permitira introducir la mayor cantidad de plasmido a través del
nanostraw hasta el compartimento de las células. En este experimento se analiz6 cuatro soluciones
de transporte (EPR, TE, PBS y CaCl2) a través de la medicion de la cantidad de plasmido en el
cargo antes de la electroporacion y en el compartimento de las células después de la

electroporacion.
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En la Figura 7 se muestra los resultados de la eficiencia de las cuatro soluciones analizadas,

en donde la solucion PBS presentd una eficiencia del 50%, TE del 45 %, el EPR del 37% vy el
CaCl2 de 30%. Estos resultados junto con el analisis de la prueba Tukey (Anexo 6), muestran que
el PBS y el TE presentan una mayor eficiencia de transporte celular, posiblemente por la mayor

cantidad de sales en su composicion.

Eficiencia de las soluciones

PBS TE EPR CaCl2

)

10 20 30 40 &0

52

Eficiencia {

0

Figura 7. Gréafico de barras de la eficiencia de las
cuatro soluciones para transportar el plasmido del
compartimento del cargo al compartimento de las células



37

3.3.2 Evaluacion de la fuerza de centrifugacion

En este ensayo se determind la fuerza de centrifugacion a la que debian ser expuestas las
células para lograr la penetracion de los nanostraw en la pared celular, sin provocar la muerte de
las células. La medicion de la viabilidad se realizdé contando las células tefiidas después de la
centrifugacion a las fuerzas de 200, 250 y 300g. Los resultados de este experimento muestran un
comportamiento similar de las células frente a las fuerzas de centrifugacion evaluadas (Fig 8). El
tratamiento sin exposicion a la centrifugacion no presentd células tefiidas, por lo que no hubo

muerte celular.



Viabilidad celular después de la centrifugacion
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Figura 8. Ensayo de viabilidad celular con PI luego de la exposicion a
las fuerzas de centrifugacién de 200, 250 y 300g.
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Al realizar la comparacién de la viabilidad entre las tres fuerzas de centrifugacion vy el
control, se evidencid que no existe diferencia estadistica entre los tratamientos (Fig. 9). Estos

resultados se corroboran con las pruebas estadisticas ANOVA y Tukey (Anexo 7).

Viabilidad celular del ensayo de
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Figura 9. Grafico de barras de la viabilidad celular luego
de la exposicion a las fuerzas de centrifugacion de
200, 250 y 300 g.
Posteriormente se llevo a cabo la evaluacion de la penetracion de los nanostraw. Este
experimento se realizd cuantificando la cantidad de células tefiidas con Pl después de la
centrifugacion y electroporacion. EIl ensayo mostro que los nanostraw fueron capaces de penetrar

las células cuando se aplico las fuerzas de 250 y 300g. En cambio, el control y el tratamiento

aplicando la fuerza de centrifugacion de 200g, no presentaron células con fluorescencia (Fig 10).



Eficiencia de introduccion del Pl después de la centrifugacion
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Figura 10. Eficiencia de introduccion del Pl en las células después de los
tratamientos de centrifugacion (200, 250 y 350 g) y la electroporacion.
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La comparacion de la eficiencia de penetracion de los nanostraw con diferentes fuerzas de
centrifugacion se muestra en la figura 11. En esta gréfica se evidencia que la fuerza de 300 g fue
el tratamiento que proporciono la mayor eficiencia de penetracion seguida del tratamiento de 250
g, mientras que el tratamiento de 200g, obtuvo una eficiencia casi nula muy similar al control. Estos

resultados fueron corroborados mediante las pruebas estadisticas ANOVA y Tukey (Anexo 8).

Eficiencia celular del ensayo de
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Figura 11. Grafico de barras de la eficiencia de
introduccién del Pl luego de la exposicion a las fuerzas de
centrifugacion (200, 250 y 300g) y a la electroporacién

Los resultados obtenidos en los ensayos de eficiencia de penetracion de los nanostraw y la
viabilidad celular mostraron que la fuerza de centrifugacién 6ptima fue la de 300 g, debido a que

proporciona la mayor eficiencia de penetracion del Pl y la menor tasa de mortalidad celular. Esto
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sugiere que la penetracion de las células por los nanostraw a partir de 250g, es suficiente para la

penetracion de la pared celular, sin provocar muerte celular.

3.3.3 Evaluacion de los parametros de electroporacion

En este apartado de la investigacién se evaluaron los parametros de la electroporacién como

el voltaje, el nimero de pulsos y el intervalo de tiempo entre pulsos.

En el primer ensayo, se determind el voltaje al que se debian electroporar las células para
aumentar la cantidad del PI dentro de las mismas, sin incrementar la muerte celular. La cantidad
del PI se cuantifico a través del conteo del nimero de células fluorescentes después de la
electroporacion, a intervalos de voltajes de 0 a 35 V. Este experimento mostro que el tratamiento
de 35 V fue el que presentd la mayor cantidad fluorescencia en relacion al resto de tratamientos

(Fig 12).



Eficiencia de introduccion del Pl a distintos voltajes
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Figura 12. Eficiencia de introduccion del P1 en células de tabaco al ser
expuesto a distintos voltajes (0,25,30,35V) de electroporacion
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La comparacién de los resultados de la eficiencia de penetracion de los nanostraw y la
viabilidad celular a los distintos voltajes se muestra en la figura 13. La grafica muestra que la
eficiencia aumenta al incrementarse el voltaje, al contrario de la viabilidad la cual disminuye al
incrementar el mismo. Estos resultados sugieren que la eficiencia es directamente proporcional al

voltaje, al contrario de la viabilidad que es inversamente proporcional a este.

Viabilidad y eficiencia del ensayo de
voltajes

100-
75-
clasificacion
50- . eficiencia
B viavilidad
25-
0_
1 1 | 1 | 1
0 15 20 25 30 35

voltaje

células fluorescentesi/células totales

Figura 13. Gréfica de barras de la relacion de la viabilidad
celular y la eficiencia de introduccién del PI a los voltajes
de 0,15,20,25,30y 35V
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En el segundo ensayo se determind el intervalo 6ptimo de tiempo que se debia dejar reposar
las células, entre cada pulso, para aumentar la eficiencia de penetracion del PI sin disminuir la
viabilidad celular. La introduccion del Pl se midio a través del conteo del numero de células
fluorescentes, después de la electroporacion con los tiempos de reposo de 60, 40 y 20 s. Este
experimento reflejo que el tratamiento de 20 s de reposo, es aquel que mayor cantidad de células

fluorescentes presentd en comparacion a los otros tratamientos (Fig 14).



Eficiencia de la introduccion del Pl del ensayo de tiempo de reposo

Figura 14. Eficiencia de introduccién del Pl en células de tabaco al ser expuesto a
intervalos de tiempo entre pulso de electroporacion de 60, 40 y 20 s.
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La comparacion de los resultados de la eficiencia de ingreso del Pl y la viabilidad celular a

los distintos intervalos de tiempo entre pulso, se muestra en la figura 15. La grafica muestra que,
al disminuir el intervalo de tiempo entre cada pulso, la eficiencia de introduccion del Pl aumenta,
mientras que la viabilidad disminuye. Estos resultados sugieren, que al disminuir el tiempo de

descanso entre pulsos la eficiencia de transfeccion del sistema nanostraw aumenta.

Viabilidad y eficiencia del ensayo de tiempo
de reposo entre pulso

100-

clasificacion

. eficiencia
B viavilidad

células fluorescentes/células totales

20 40 60
tiempos

Figura 15. Gréfica de barras de la relacion de la viabilidad
celular y la eficiencia de introduccién del PI a los tiempos
de reposo de 60, 40y 20 s.
En el tercer ensayo, se evaluo el efecto del nimero de pulsos sobre la viabilidad celular y la
eficiencia de insercion del PI en las células. En el experimento se evidencié que las células

fluorescentes aumentaron en nimero al exponerlas a 6 pulsos de electroporacion en comparacion

al tratamiento de 3 pulsos (Fig 16)
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Eficiencia de la introduccion del Pl del ensayo de
numero de pulsos

_ Campo Claro

-y

Figura 16. Eficiencia de la introduccion del Pl en células de tabaco al ser expuestoa 3y 6
pulsos de electroporacion

La evaluacion de la viabilidad y la eficiencia de ingreso del Pl a las células al variar el nimero
de pulsos se observa en la figura 17. Al aumentar el nUmero de pulsos se incrementa la eficiencia
de transfeccion con el PI, mientras que la viabilidad disminuye ligeramente. El tratamiento de 6
pulsos proporciono una eficiencia del 24 %, mientras que el tratamiento de 3 pulsos una eficiencia
del 19%. Estos resultados sugieren gque bajo las condiciones 36 V, 20 s de reposo y 6 pulsos, se

puede hacer una transfeccidn con el sistema nanostraw con una eficiencia superior al 20 %.
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Viabilidad y eficiencia del ensayo de
numero de pulsos
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Figura 17. Gréafica de barras de la relacion de la
viabilidad celular y la eficiencia de introduccion del Pl
cuando se expone a 3 y 6 pulsos de electroporacion.

3.3.4 Eficiencia de transfeccion con el plasmido pSIM24

En el ensayo de eficiencia de transfeccion se evalu6 la capacidad de introducir el plasmido
pSIM24 dentro de las células, bajos los parametros de centrifugacion y electroporacién
estandarizados anteriormente. Se pudo observar, que el tratamiento con la solucion TE permitio el
ingreso del plasmido, mostrando células con fluorescencia verde con un porcentaje de eficiencia
del 0.27, en comparacion a la solucién PBS que no presento fluorescencia (Fig 18). Lo que sugiere
que a pesar de que la solucion PBS demostro tener la mayor eficiencia para transportar el plasmido,

éste no fue capaz de transfectar a las células



50

Eficiencia de la introduccion del plasmido pSIM24

Campo Claro o Fluorescencia Combinado

PBS

TE

Figura 18. Transfeccion de células de tabaco con el plasmido pSIM24 utilizando dos distintas soluciones
de electroporacion PBS y TE. Fotos en campo claro, fluorescencia y combinado
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Al obtener fluorescencia de color verde en las células de tabaco, se procedio a confirmar la
transfeccién mediante una PCR del gen GFP. En la figura 19 se muestra la presencia de una Unica
banda de 780 bp, lo que confirma la presencia del plasmido dentro de las células transfectadas con
la solucién TE. Estos resultados sugieren que la composicion del TE permite que las células sean

transfectadas de mejor manera, a diferencia de las tratadas con PBS.

PCR del gen GFP

M T1 T1 T2 T2

M:Marcador

T1:TE

T2:PBS

Figura 19. Gel de agarosa al 1% de la PCR directa del gen GFP de las
células transfectadas con las dos soluciones de electroporacién
(TLTEy T2:PBS).
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3.3.5 Eficiencia del debilitamiento de la pared

En este ensayo se evalud el mejor pretratamiento de las células para debilitar la pared celular
previo a la electroporacion. EIl experimento se desarroll6 comparando la solucion de DMSO 1%,
la de preplasmdlisis y la de pectinasa al 0.5%, para aumentar la eficiencia de transformacion con
el plasmido pSIM 24. La fluorescencia de las células expuesta a los tres tratamientos se muestra
en la figura 20, en donde se evidencid que los tres tratamientos presentaron células fluorescentes.
El tratamiento con pectinasa fue el que mayor cantidad de células verdes presentd, seguido del

tratamiento con la solucién de preplasmolisis.
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Eficiencia de transfeccion con el plasmido pSIM 24 del ensayo de
debilitamiento de pared

Campo Claro Combinado

DMSO

dectinasa

Preplas

Figura 20. Transfeccion de células de tabaco con el plasmido pSIM24 después del debilitamiento
de la pared con DMSO, pectinasa y solucion de preplasmolisis
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La evaluacion del efecto de los pretratamientos de las células sobre la eficiencia de
introduccion del plasmido se observa en la figura 21. Este grafico muestra que todos los
pretratamientos mejoraron la eficiencia de introduccién del plasmido pSIM 24 en comparacion al
control. La eficiencia conseguida con el pretratamiento con pectinasa fue de un 0.49%, con
preplasmolisis de un 0.393% y con DMSO de 0.327 %. Estos resultados sugieren que la fortaleza

de la pared celular interviene directamente en la eficiencia de transfeccion.

Eficiencia de la introduccion del plasmido
después de los pretratamientos

0.5-

04-
- i i i

0.0-

eficiencia
o
e

o
~N
1

DMSO PectmasaPreplasmohms
tratamientos

Figura 21. Gréafico de barras de la comparacion de
la eficiencia de la transfeccion con el plasmido
después del pretratamiento de las células.
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3.3.6 Viabilidad post-transfeccion

En este ensayo se evalud el efecto de distintos medios suplementados con azdcares sobre la
viabilidad post-transfeccion de las células y de los transformantes por 5 dias. EI experimento se
desarrollé exponiendo a las células transfectadas a medios suplementados con glucosa, sacarosa,
manosa y manitol respectivamente. La viabilidad de los transformantes se muestra en la figura 22,
donde se evidencia en los dos primeros dias una disminucion de la viabilidad de los transformantes.
A partir del tercer dia, la viabilidad empez6 estabilizarse levemente. Todos los tratamientos
presentaron una pérdida de la viabilidad de los transformantes del 60 %, a excepcién del medio

con manitol que proporcioné una pérdida del 30%.

Viabilidad de los transformantes
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Figura 22. Viabilidad de los transformantes después
de la transfeccion durante 5 dias



56
Estos resultados sugieren que el medio con manitol, permite mantener a los transformantes

durante un mayor tiempo, para evaluar la eficiencia y la viabilidad de los ensayos.

3.4 Expresion de tripsina

3.4.1 Ensamblaje del pldsmido pSIM 24- TRP

En este ensayo se evalud la capacidad de dos distintos buffers (Tango y React A) de digestion
para cortar un mismo fragmento con las enzimas Hind 111 y Xbal. En la figura 23 se muestra el gel
de agarosa al 1% con los fragmentos resultantes del corte, utilizando los buffers mencionados
anteriormente. En esta figura se observa que ambos buffers fueron capaces de producir los

fragmentos de interés tanto el del gen TRP (850 bp) como el del plasmido (7000bp).
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Corte del gen TRP y plasmido con
Xbal y HindllI
M T1 T1 T2: I3 T4

M:Marcador

Gen TRP
T1: Buffer Tango
T2:Buffer React2

Plasmido
T3:Buffer Tango
T4:Buffer Ract2

Figura 23. Gel de elecroforesis al 1% del corte del gen TRP y plasmido con las
enzimas Xbal y HindllII.

3.4.2 Introduccién del gen de la tripsina

En este ensayo se realizd la verificacion de la introduccion del gen de la tripsina en los 4
cultivos transfectados por una PCR directa. En el experimento se transfectaron los 4 cultivos
utilizando las condiciones Optimas obtenidas en los ensayos de estandarizacion del sistema
nanostraw. En la figura 24, se muestra el gel de electroforesis de las PCR directas de los 4 cultivos
y el control con el plasmido pSIM 24-TRP, en el cual se observa la presencia de una banda de 850

bp para todos los tratamientos. Esto confirma que la banda es el gen TRP.
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PCR del gen TRP de los cultivos transfectados

M c1 c2 c3 ca C+ C-

10000

6000 [N
4000 [

3000 M:Marcador
C1:Cultivo 1
C2:Cultivo 2
C3:Cultivo 3
C4:Cultivo 4
C+:Control positivo
C-:Control negativo

1000

Figura 24. Gel de electroforesis al 1% de la PCR directa de los 4 cultivos transfectados y el
plasmido pSIM 24-TRP con el gen TRP

3.4.3 Eficiencia de la expresion de la tripsina

La eficiencia de la expresion de la tripsina se calculé a traves de la diferencia de la proteina
total en el medio y de la biomasa. La cuantificacion de la concentracion de la proteina total se
realizo a través del método Bradford por 5 dias. En este ensayo se observo que en la biomasa como
en el medio de los cultivos transfectados con el gen de tripsina, hubo un aumento de la
concentracion de la proteina durante los dias analizados. Al contrario, los tratamientos sin

transfeccién (CMedio y C Biomasa) Y sin electroporacion (C- Medio y C- Biomasa) mantuvieron
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su concentracion proteica durante los 5 dias. Esto sugiere que el modelo de expresion en

suspensiones celulares de tabaco mediante el sistema nanostraw es factible.

Expresion de tripsina
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Figura 25. Comparacion de la concentracion de la proteina total en 5
dias, en cultivos sin electroporar (C-), cultivo con electroporacion sin
plasmido (C ), tanto en medio como en la biomasa

La eficiencia de la produccion de tripsina se calculé tomando como referencia el mayor valor
de la proteina total del control con electroporacion sin plasmido. Se calcul6 la diferencia con la

concentracion de la proteina total tanto de la biomasa como la del medio del cultivo transfectado
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con el gen TRP. El resultado obtenido para el medio celular fue de 0,28423 mg de tripsina /ml de

medio y para las suspensiones celulares de 0,3913 mg de tripsina /Kg de biomasa.
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CAPITULO 4: DISCUSION

Transfeccion de células tabaco mediante el sistema nanostraw

El objetivo de la presente investigacion es la expresién de proteinas por medio de la

transfeccion de células de tabaco a través del sistema nanostraw.

En primer lugar, es necesario establecer cultivos en suspension celular, debido al beneficio de
trabajar con células que permiten un alto rendimiento de produccién in vitro (Birch, 1997). El

presente trabajo estandarizé un protocolo con caracteristicas 6ptimas de viabilidad y proliferacion.

Los resultados obtenidos del establecimiento del cultivo en suspensién celular sugieren el uso
de pequefias cantidades de callo, lo que beneficia tanto a la proliferacion como a la viabilidad
celular. Esto es corroborado por estudios realizados por Ramachandra & Ravishankar en el 2002,
donde mencionan que la disminucion celular de los cultivos en suspensiones, dependen de la
biomasa existente en relacion a los nutrientes disponibles en el medio. Esto sugiere que existe una
autoregulacion de la poblacion celular hasta alcanzar el nimero de individuos 6ptimos para la

supervivencia del cultivo.

La division celular ocurre Gnicamente cuando las condiciones nutricionales de la célula
progenitora han sido cubiertas, por esta razon un aumento en la poblacion celular significa que
existe una relacion equilibrada entre la cantidad de células y los nutrientes e inductores dptimos

para el crecimiento (Kieran, Macloughin, & Malone, 1997). Esto puede explicar los resultados
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obtenidos en el presente trabajo, donde el establecimiento de la suspensién celular con 1 g de callo

presentd un aumento en el crecimiento durante los 16 dias de evaluacion.

El protocolo estandarizado de suspensiones celulares de tabaco obtuvo una viabilidad del
99.7% en la fase exponencial aproximadamente en el dia 12, resultados que fueron similares a los
observados por Umichimiya & Murashige (1974). Estos autores obtuvieron una viabilidad del 99.5
% en el dia 10 de establecimiento del cultivo de suspensiones celulares de la misma variedad de

tabaco.

Luego de establecer el protocolo de suspension celular, se debe estandarizar el método de
transfeccion. El sistema nanostraw fue la técnica seleccionada para la introduccion del plasmido,
debido a su potencial de transfeccion en células eucaridticas (Aalipour, Xu, Leal-Ortiz, Garner, &

Melosh, 2014).

El sistema nanostraw es la union de dos técnicas de transfeccion. La electroporacion y la
microinyeccidn con nanomateriales, por lo que se deben tomar en cuenta los factores que afectan
ambas técnicas (Xie, et al., 2013). Los factores que influyen en la electroporacion son el voltaje,
la solucion de electroporacion, la concentracion del material genéticos, el numero de pulsos y el
intervalo de tiempo entre pulsos (Tautorus, et al., 1989). Los factores que influyen la
microinyeccién utilizando nanomateriales son la fuerza de aplicacion y las medidas del
nanomaterial (Kaeppler, Gu, Somers, Rines, & Cockburn, 1990). Por tal razdn, esta investigacion
seleccion6 como variables para estandarizar: la fuerza de centrifugacion, la solucion de

electroporacion, el voltaje, el intervalo de tiempo entre pulsos y el nUmero de pulsos.
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La primera variable de la estandarizacion del sistema nanostraw fue la solucion de
electroporacion. Esta sera la encargada de transportar el ADN plasmidico desde el compartimento
de cargo a través de los nanostraw hasta el compartimento de las células. Esta solucion debe tener
la capacidad de formar cationes que interactten con el ADN permitiéndole ingresar a la célular
(Kang, et al., 2010). En esta investigacion se seleccionaron cuatro soluciones salinas, PBS, TE,
EPR y CaCl2. Los resultados obtenidos mostraron que el PBS es la solucion que mejor conduce el
plasmido entre cada uno de los compartimentos, seguido de la solucion TE. La eficiencia de
transporte de &cidos nucleicos del PBS, se debe a su composicion de sales de fosfato que le
permiten formar iones monovalentes y divalentes que interacttan con el ADN (Herrera, Melendez,
& Miranda, 2016). En cambio, la capacidad del TE para transportar el ADN se debe tanto al Tris
HCI, que es una base débil que forma iones cationicos que se asocian al ADN formando complejos
como el EDTA que es un quelante del magnesio, que permite desactivar las DNAasas evitando la

degradacion del ADN (Sanderson, Araki, Lilley, Guerrero, & Lewis, 2014).

La segunda variable fue la fuerza de centrifugacion. Esta se encarga de inducir la
penetracion de los nanostraw a las células. En esta investigacion se determind que se requiere una
fuerza minima de 250 g, para producir la penetracion de la pared celular por los nanomateriales.
Estos resultados se corroboran por el estudio realizado en 1990 por Kaeppler y sus colaboradores,
quienes describen una penetracion de los nanomateriales en células de tabaco del 0.1%, utilizando

la fuerza de agitacion del vortex.

A continuacién, se estandarizé los parametros relacionados con la electroporacion. Esta

técnica de introduccion de ADN utiliza un campo eléctrico para abrir de forma reversible la
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membrana celular, por lo cual se deben optimizar los parametros de la electroporacion para obtener
transfeccion celular y no causar un dafio permanente en la membrana (Dhir, Dhir, Hepburn, &
Widholm, 1991). En los ensayos de la investigacion se observé que la combinacion de los
parametros de 35V, 6 pulsos y 20 s de intervalo de tiempo entre pulsos mostraron una eficiencia
de 24 % de penetracion del PI. Estos valores son corroborados por Saunders y sus colaboradores
(1995), quienes al realizar una electroporacion con un equipamiento tradicional bajo las

condiciones de 500 V, 6 pulsos y 10 s de descanso entre pulso, obtienen una eficiencia del 25 %.

Luego de estandarizar el sistema nanostraw con PI, se debe estandarizar el sistema con ADN
plasmidico. La transfeccion con el plasmido pSIM24 mostr6 que la mejor soluciéon de
electroporacion es el TE, con una eficiencia del 0.27 %, frente al 0% de transfeccion con la solucion
PBS. La razon principal por la cual se logrd la transfeccion con el TE es por la presencia del EDTA
en su composicion. EI EDTA tiene la capacidad de quelar los metales divalentes como el Ca
(Sanderson, Araki, Lilley, Guerrero, & Lewis, 2014). Este elemento participa en la defensa innata
de las plantas, especialmente en el endurecimiento de la pared celular (Gomez, Vernier, Dejnek,
Vicentem, & Gundersen, 2008). Esto sugiere que al capturar el calcio del medio, el estrés producido
por la electroporacion no producird un cambid en la contextura de la pared celular, permitiendo

realizar la transfeccion de manera Optima.

La pared celular es una barrera dificil de traspasar debido a su composicién estructural. La
presencia de pared en los cultivos de suspensiones celulares es una de las causas en la dificultad de
la penetracion de los nanomateriales, asi como en la heterogeneidad de las poblaciones celulares

(Saunders, et al., 1995). Con el objetivo de disminuir la rigidez de la pared celular se realizaron
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varios pretratamientos, lo cuales presentaron buenos resultados debilitando la pared. El
pretratamiento con pectinasa es el que proporciond la mayor eficiencia de introduccion del
plasmido, debido posiblemente a la funcién de esta enzima de degradar la pectina de la pared
celular vegetal, debilitdindola y permitiendo la transfeccion de mejor manera (Sakai, Sakamoto,

Hallaert, & Vandamme, 1993).

El proceso de electroporacion al que son expuestas las células produce estrés, que puede
generar dafios permanentes en la membrana y finalmente la muerte celular (Gémez, Vernier,
Dejnek, Vicentem, & Gundersen, 2008). Esto puede explicar la disminucion de la viabilidad

celular en los dos primeros dias después de la transfeccion.

Al analizar los medios post-transfeccion, se observé que el medio suplementado con manitol
presentaba una menor pérdida de viabilidad celular en comparacion con los otros glucidos. Algo
similar mencionan Pharr y sus colaboradores en 1995, donde ensayos realizados con manitol
muestran que este azlcar se encuentra relacionado con la ruta de reparacion del dafio de la
membrana celular en plantas. EI manitol protege a la célula al entrar en ella, estabilizando y

potenciando la activacion de la ruta de reparacion de la membrana celular.

La expresion de tripsina tras la estandarizacion del sistema nanostraw, permitié obtener una
eficiencia de 0,28423 mg de tripsina por ml de medio. Se obtuvo ademas, una eficiencia de
0,3913mg de tripsina por Kg de biomasa. Este la primera investigacion a nivel nacional sobre
expresion de proteinas en modelos vegetales. Hay registros de rendimiento de 0.27mg de tripsina

purificada por g de biomasa en modelos bacterianos como Escherichia coli (Ahsan, Aoki, &
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Watabe, 2005), lo que motiva a seguir con la investigacion para obtener una produccion mayor a

nivel comercial e industrial.

La estandarizacion de la transfecciébn mediante el sistema nanostraw en suspensiones
celulares de tabaco, es el sistema base que permitira la expresion de proteinas de interés a nivel del
laboratorio. Esta investigacion se centrd en la expresion de tripsina como biofabrica celular, por

su importancia en a nivel mundial.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

El establecimiento de la suspension celular de tabaco con 2 y 1 g de callo, permitieron
obtener cultivos con una viabilidad del 99.7% y con un alto nimero de células disgregadas,
mostrando que ambas cantidades de callo pueden ser utilizadas para el establecimiento de
cultivos viables.

Se logré determinar las condiciones Optimas para la transfeccion de suspensiones celulares
de tabaco por el sistema nanostraw, en 300g de fuerza de centrifugacion, TE como solucién
de electroporacion, 35 V por pulso de 40 s y 6 pulsos con un tiempo de descanso de 20 s
entre pulso.

Se obtuvd bajo las condiciones Optimas estandarizadas una eficiencia de 0.27% de
transfecciébn con GFP, sin embargo, la eficiencia se increment6 al exponer a las
suspensiones celulares a pretratamientos con DMSO, preplasmolisis y pectinasa
aumentando la eficiencia hasta 0.33, 0.39 y 0.48 respectivamente.

En el método de transfeccion se logré reducir en un 20 % la pérdida de viabilidad de los
transformantes adicionando manitol al medio. Lo que incremento la capacidad de mantener
la transformacion en los cultivos en suspension celular.

El rendimiento de la expresién de tripsina fue de 0,28423 mg de tripsina por ml de medio

y 0,3913mg de tripsina por Kg de biomasa.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayo de electroporacion con callos embriogénicos y no
embriogénicos para evaluar la influencia de esto sobre la viabilidad.

Se recomienda realizar ensayos aumentando el voltaje y disminuyendo el tiempo del pulso
para evidenciar si existe un mayor rendimiento de transfeccion.

Se recomienda realizar la seleccion de transformantes por un mayor tiempo y mayor
numero de generaciones para lograr tener inicamente cultivos con la caracteristica deseada.
Realizar la purificacion de la tripsina y la corrida en un gel de poliacrilamida para

corroborar que efectivamente se trata de esta proteina
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