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espera que una vez generada una biblioteca de NAcs a partir de los linfocitos de la Ilama
inmunizada, se puedan seleccionar fragmentos de anticuerpos capaces de detectar la
proteina CP con suficiente afinidad y especificidad para poder generar el sistema de

diagndstico propuesto.

BV41. Purificacion y evaluacidon funcional de un factor de crecimiento fibroblastico

basico humano expresado en plantas transplastomicas

Madller, C. (1,5); Mirkin, F.G. (1); Budnik, N. (2); Vater, C.F. (1); Bravo-Almonacid, F.F. (1,3); Pérez Castro,
C. (2); Wirth, S.A. (4,5); Segretin, M.E. (1,6)*

(1) INGEBI-CONICET Obligado 2490, CABA (C1428ADN) Argentina. (2) IBioBA-CONICET- Partner Institute
of the Max Planck Society, Godoy Cruz 2390, CABA (C1425FQ) Argentina. (3) Departamento de Ciencia y
Tecnologia, Universidad Nacional de Quilmes, Bernal, Buenos Aires, Argentina (B1876BXD). (4) IBBEA-
CONICET Intendente Gliiraldes 2160, CABA (C1428EGA) Argentina. (5) Laboratorio de Agrobiotecnologia,
DFBMC-FCEN-UBA. (6) Departamento de Fisiologia, Biologia Molecular y Celular, FCEyN, Universidad de

Buenos Aires. *mariasegretin@gmail.com

El factor de crecimiento fibroblastico basico (FGFb) es una proteina con funciones claves
en el desarrollo de mamiferos. A través de la regulacion de distintas cascadas de
sefializacion, esta proteina esta involucrada en el mantenimiento del estado
pluripotente de células madre in vitro y la regulacién de su diferenciacion. Las lineas
celulares con propiedades de células madre constituyen un modelo de estudio central
en ciencias biomédicas, con un importante potencial para el desarrollo de terapias
regenerativas. El objetivo de este trabajo es estudiar un sistema de expresion alternativo
basado en el uso de plantas como biorreactores para producir y purificar el factor de
crecimiento recombinante bdsico humano (hrFGFb). Elegimos como sistema de
expresion la transformacion estable del genoma plastidico, debido a su potencial para
expresar y acumular altos niveles de proteinas heterélogas. Se transformaron plantas
de Nicotiana tabacum por biobalistica y se obtuvieron dos lineas de plantas
transplastdmicas que expresan la proteina hrFGFb fusionada a una etiqueta de histidinas
amino-terminal. Se realizé la caracterizacion molecular por Southern blot, pudiendo
corroborar la integracién del transgén y la naturaleza homoplastica de las lineas
obtenidas. Mediante la técnica de western blot, se analizé la expresion de la proteina
recombinante hrFGFb en hojas de distintos estadios de desarrollo, observando valores

similares de acumulacion de la proteina recombinante en las distintas hojas. Para la

175


mailto:mariasegretin@gmail.com

purificacion de la proteina hrFGFb a partir de hojas de plantas transplastdmicas, se
desarrollé un protocolo basado en cromatografia de afinidad por columnas de niquel
(Ni-NTA). Se evaluaron las distintas fracciones de la purificacion mediante SDS-PAGE y
se analizd el perfil de purificacién mediante una tincién de proteinas totales (coomasie
brilliant blue). A su vez, se verificd la identidad de la proteina recombinante purificada a
partir de un ensayo de western blot con anticuerpos especificos. Se determind la
actividad biolégica del hrFGFb purificado mediante un ensayo de proliferacién en células
HEK293T, en el cual se midi6 la proliferacidn celular mediante el método de Alarm Blue
luego de 24 horas de estimulo con hrFGFb. Como control negativo se utilizé un extracto
purificado de plantas de Nicotiana tabacum sin transformar y como control positivo, el
tratamiento con hrFGFb comercial (Gibco, PHG0026). Se registr6 un aumento
significativo en la proliferacién en células estimuladas con ambos tipos de hrFGFb. En
conjunto, estos resultados demuestran que es posible producir y purificar un hrFGFb

biolégicamente activo utilizando plantas transplastémicas.

BV42. La manipulacion genética de la fosfatasa 2A afecta multiples rasgos
agrondmicos y parametros fisioldgicos en papa

Mufiiz Garcia, M.N.; Cortelezzi, J.I.; Zubillaga, M.; Capiati, D.A.
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Las fosfatasas de proteinas de serina/treonina tipo 2A (PP2A) estan involucradas en
diversas respuestas fisioldgicas en plantas, jugando un rol importante en la regulacién
de los programas de desarrollo y multiples respuestas a estreses. PP2A estd constituida
por una subunidad catalitica (C), una estructural (A) y una regulatoria (B). Seis isoformas
de la subunidad catalitica fueron identificadas en Solanum tuberosum. En este trabajo,
se evaluaron diversas caracteristicas agrondmicas de las plantas de papa que sobre-
expresan la subunidad catalitica StPP2Ac2b (StPP2Ac2b-OE). La sobreexpresién de
StPP2Ac2b resulté en una disminucién del rendimiento a la hora de la cosecha, producto
de la reduccién del peso de los tubérculos obtenidos sin afectar su nimero por planta.
En cuanto a la tolerancia al estrés, StPP2Ac2b afecta negativamente la respuesta tanto

al estrés bidtico como abidtico. StPP2Ac2b aumenta la susceptibilidad al oomicete
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