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Introduccién. La proteina Ag85B es una de las proteinas
més abundantes producidas por Mycobacterium. Esta
participa en la sintesis de la pared celular.
Adicionalmente, la proteina posee wuna actividad
inmunogénica e inmunoprotectora, caracteristicas que la
hacen un candidato promisorio para la generacion de
vacunas de subunidad en tuberculosis (1,2). En nuestro
grupo de trabajo previamente se ha expresado esta
proteina en el cloroplasto del alga de Chlamydomonas
reinhardtii, bajo la regulacién del promotor Prrnl,
obteniéndose niveles detectables de proteina (3). Sin
embargo, con la finalidad de facilitar la deteccion y su
purificacion, el objetivo de este trabajo fue la construccion
de vectores, usando el promotor psbA y 4 diferentes
etiquetas (Myc, Ha, 3X-Flag y XFlag) acoplados a la
proteina Ag85B los cuales seran utilizados para
modificacién de cloroplasto de C. Reinhardlii.

Metodologia.

Se amplificéd por PCR el promotor psbA a partir del vector
pSK-KmR (3). Los oligonucleétidos fueron disefiados
para incluir un sitio de corte Pacl en el extremo 5° del
promotor y un sitio Ncol en el extremo 3" de cada
etiqueta. Los productos amplificados que contienen el
promotor y la etiqueta fueron clonados en el vector
comercial pJET2.1 (Life Technologies) y posteriormente
digeridos con las enzimas Ncol y Pacl (New England
Biolabs) para ser clonados en el vector p320-Ag85B.
Este vector contiene el gen Ag85B y el terminador rbcl,
ademas de regiones homologas al cloroplasto de C.
reinhardtii lo que permitira la incorporacién de la
construccion al genoma del cloroplasto por
recombinacion. El cloroplasto de la cepa C.reinhardtii
CC-125 sera transformada por biobalistica (5) con los
vectores p320-Tag-Ag85B y p228 el cual confiere
resistencia a espectomicina.

Resultados.

Se obtuvieron por PCR los promotores psbA con las
etiquetas Myc, Ha, 3X-Flag y X-Flag, los productos
obtenidos de aproximadamente 300 pb fueron clonados
en el vector pJET 2.1 y secuenciados, para después ser
clonados en el vector p320-Ag85B (Fig.1), generando los
vectores p320-Tag-Ag85B. Se verificd la construccién por
restriccion con las enzimas Ncol y Pacl y por
secuenciacion (Fig.2).
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Fig. 1. Representacién esquematica de los casetes de expresion
construidos con cada etiqueta.
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Fig. 2. Analisis de restricciéon con las enzimas Nco /'y Pac | de los
vectores p320-Tag-Ag85B

Conclusiones. Se construyeron los vectores p320-Tag-
Ag85B, que contiene el promotor psbA, la etiqueta, el gen
Ag85B y el terminador rbcL. Estos vectores seran
utilizados para la transformacion de C. reinhardftii
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